Xenotrasplantes de cuerpo carotideo en ratones parkinsonianos inmunodeprimidos. by Romo Madero, Sonia
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE SEVILLA 
 
Departamento de Fisiología Médica y Biofísica 
Instituto de Biomedicina de Sevilla 
 
 
 
Tesis Doctoral: 
Xenotrasplantes de cuerpo carotídeo en 
ratones parkinsonianos inmunodeprimidos  
 
Sonia Romo Madero 
 
Trabajo presentado para optar al grado de doctor por la 
Universidad de Sevilla 
2017 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Juan José Toledo Aral y Francisco Javier Villadiego Luque, Catedrático y Prof. 
Ayudante doctor, ambos adscritos al Departamento de Fisiología Médica y Biofísica de 
la Universidad de Sevilla: 
 
CERTIFICAN, que la doctoranda Sonia Romo Madero ha realizado bajo su dirección la 
tesis doctoral titulada "Xenotrasplantes de cuerpo carotídeo en ratones parkinsonianos 
inmunodeprimidos". 
 
                                  
 Y lo firmamos en Sevilla a 25 de Mayo de 2017, 
 
 
 
 
 
        
Fdo. Juan José Toledo Aral                           Fdo. Francisco Javier Villadiego Luque 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A mi familia y amigos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
De todo corazón me gustaría agradecer a los Dres. Juan José Toledo Aral y Francisco 
Javier Villadiego Luque, la confianza depositada en mi dándome la oportunidad de 
formar parte de su grupo de investigación, y por supuesto por toda la ayuda recibida y 
conocimientos adquiridos. 
No puedo olvidarme de agradecer a todos mis compañeros del grupo y personal técnico 
del centro, por su ayuda y palabras de aliento que me han permitido luchar para alcanzar 
mis metas. 
Y de forma incondicional dar las gracias a mis padres, porque sin ellos no habría 
llegado a ser la persona que soy hoy.  
Un millón de gracias a todos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La verdadera ciencia enseña, por encima de todo, a dudar y ser ignorante. 
Miguel de Unamuno 
 
 
INDICE 
INTRODUCCIÓN ...................................................................................................... 9 
 
1. La Enfermedad de Parkinson (EP) ........................................................................... 10 
    1.1. Fisiopatología de la EP ..................................................................................... 10 
    1.2. Neuroinflamación en la EP ............................................................................... 12 
  1.2.1. Activación microglial ............................................................................... 14 
  1.2.2. Activación astroglial  ................................................................................ 15 
  1.2.3. Oligodendrogliosis ................................................................................... 15 
  1.2.4. Modelos animales en la EP y Neuroinflamación ....................................... 16 
    1.3. Tratamiento de la EP ........................................................................................ 23 
 2. Terapia celular en la enfermedad de Parkinson ....................................................... 24 
 2.1. Trasplante de agregados celulares de cuerpo carotídeo (CC) ............................ 25 
3. Inmunosupresión en el sistema nervioso central (SNC) ........................................... 31 
 3.1. Terapia inmunosupresora con Ciclosporina ...................................................... 33 
OBJETIVOS ............................................................................................................. 37 
MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................. 39 
1. Animales de experimentación.................................................................................. 40 
    1.1. Mantenimiento y cuidados generales ................................................................ 40 
    1.2. Modelo de parkinsonismo inducido por la administración crónica de MPTP ..... 40 
    1.3. Protocolos de Inmunosupresión compatibles con el modelo crónico de MPTP .. 41 
2. Xenotrasplantes intraestriatales de cuerpo carotídeo de rata ..................................... 42 
3. Citometría de flujo .................................................................................................. 44 
4. Técnicas histológicas .............................................................................................. 46 
    4.1. Procesamiento del tejido y corte ....................................................................... 46 
    4.2. Inmunohistoquímica sobre secciones de criostato en flotación .......................... 46 
    4.3. Inmunofluorescencia sobre secciones de criostato............................................. 48 
    4.4. Montaje de los cortes ........................................................................................ 49 
5. Técnicas de análisis histológico ............................................................................... 49 
 
 
    5.1. Microscopía confocal ....................................................................................... 49 
    5.2. Densitometría ................................................................................................... 50 
    5.3. Técnicas estereológicas .................................................................................... 51 
         5.3.1. Estimación del volumen: Método de Cavalieri  ......................................... 51 
                5.3.1.1 Análisis del volumen de cuerpo carotídeo trasplantado  .................... 52 
         5.3.2. Cuantificación celular: Disector óptico  .................................................... 52 
                 5.3.2.1. Cuantificación del número de neuronas de la SNpc  ....................... 52 
                 5.3.2.2. Cuantificación del número de los oligodendrocitos en el estriado de  
                  los ratones xenotrasplantados con CC ........................................................ 53 
         5.3.3. Cuantificación del número y  volumen de las células microgliales en el  
         estriado y SNpc  ................................................................................................. 53 
         5.3.4. Estudio de varicosidades dopaminérgicas (TH
+
) en el Estriado ................. 54 
6. Análisis estadístico .................................................................................................. 55 
RESULTADOS  ........................................................................................................ 56 
 
1. Protocolo de inmunosupresión ................................................................................ 57 
    1.1. Determinación de la pauta de inmunosupresión ................................................ 58 
         1.1.1. Supervivencia y estado general de los animales inmunosuprimidos ........... 59 
         1.1.2. Estudio de los linfocitos T en los animales inmunosuprimidos .................. 61 
         1.1.3. Supervivencia de los xenotrasplantes intraestriatales de CC en los animales  
          inmunosuprimidos ............................................................................................. 65 
2. Análisis del efecto de la inmunosupresión en el modelo crónico de parkinsonismo 
inducido por MPTP ..................................................................................................... 66 
     2.1. Acciones sobre la vía nigroestriatal dopaminérgica .......................................... 67 
          2.1.1. Análisis de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc ................................ 67 
          2.1.2. Análisis de la inervación dopaminérgica del estriado ............................... 68 
     2.2. Acciones sobre las poblaciones gliales nigroestriatales .................................... 71 
          2.2.1. En el modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP ................... 71 
                  2.2.1.1. Astroglía ....................................................................................... 71 
                  2.2.1.2. Microglía ...................................................................................... 72 
                  2.2.1.3. Oligodendroglía ............................................................................ 74 
 
 
2.2.2. En el modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP sometido al 
tratamiento inmunosupresor............................................................................. 75 
                   2.2.2.1. Astroglía ...................................................................................... 76 
                   2.2.2.2. Microglía ..................................................................................... 78 
 
3. Acción beneficiosa de los xenotrasplantes intraestriatales de CC en ratones   
parkinsonianos inmunodeprimidos .............................................................................. 80 
 3.1. Análisis de la evolución general de los animales con xenotrasplantes de CC    
  sometidos a inmunosupresión y parkinsonismo crónico inducido por MPTP .......... 81 
 3.2. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la vía nigroestriatal dopaminérgica ....... 82 
       3.2.1. Efecto del xenotrasplante de CC sobre las neuronas de la SNpc .............. 82 
       3.2.2. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la inervación estriatal .................. 83 
4. Análisis del efecto del xenotrasplante de CC sobre las poblaciones gliales .............. 85 
 4.1. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la astroglía ........................................... 85 
 4.2. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la microglía .......................................... 86 
 4.3. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la oligodendroglía ................................ 90 
DISCUSIÓN  ............................................................................................................. 93 
 
1. Inmunosupresión en el SNC .................................................................................... 94 
2. Efecto del tratamiento inmunosupresor en modelos experimentales  
de parkinsonismo ........................................................................................................ 97 
2.1. Efectos del tratamiento inmunosupresor sobre la degeneración de la vía 
nigroestriatal dopaminérgica .................................................................................... 97 
2.2. Efectos del tratamiento inmunosupresor sobre los parámetros neuroinflamatorios 
asociados al parkinsonismo ..................................................................................... 98 
3. Efecto neuroprotector de los xenotrasplantes de CC sobre la vía nigroestriatal en 
animales parkinsonianos ............................................................................................. 99 
4. Efectos de los trasplantes intraestriatales de CC sobre las poblaciones gliales........ 100 
4.1. Efectos sobre la astroglía ................................................................................ 101 
4.2. Efectos sobre la microglía ............................................................................... 101 
4.3. Efectos sobre la oligodendroglía ..................................................................... 103 
5. Perspectivas futuras ............................................................................................... 104 
 
 
CONCLUSIONES .................................................................................................. 105 
ANEXOS 
 
Anexo I : Abreviaturas  ............................................................................................. 108 
BIBLIOGRAFIA  ................................................................................................... 111 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
INTRODUCCIÓN 
1. La enfermedad de Parkinson 
1.1. Fisiopatología  
La enfermedad de Parkinson (EP), fue descrita inicialmente por James Parkinson en 
1817 como “parálisis agitante”, la cual presenta una serie de síntomas motores 
característicos: temblor en reposo, bradicinesia, aquinesia y rigidez muscular. Dichos 
trastornos motores pueden ir acompañados de deficiencias cognitivas, así como de 
ansiedad, depresión y trastornos del sistema nervioso autónomo (Dawson y Dawson, 
2003).                                                                                             
La EP se caracteriza por la degeneración progresiva de las neuronas dopaminérgicas 
mesencefálicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc) que proyectan al estriado 
(Figura 1). La pérdida de dichas neuronas da lugar a una disminución de los niveles de 
dopamina (DA) en el estriado, siendo del 60-80% cuando se manifiestan los primeros 
síntomas motores (German y col., 1983). No obstante, además de afectarse las neuronas 
dopaminérgicas en la EP, también se produce la muerte celular de otras poblaciones 
neuronales (Braak y col., 2003). Desde un punto de vista funcional, la muerte de las 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc produce un incremento en la actividad de los 
núcleos de salida de los ganglios basales (globo pálido externo/sustancia negra 
reticulata), lo que da lugar a una excesiva inhibición tálamo-cortical y de los sistemas 
motores del tronco del encéfalo (Obeso y col., 2002) y en consecuencia dificultad para 
iniciar los movimientos. Otra característica de la EP es la presencia de unos agregados 
proteícos denominados cuerpos de Lewy, compuestos principalmente por α-sinucleína 
en forma fibrilar (Spillantini y col., 1997) y ubiquitina entre otras proteínas (revisado en 
Shults, 2006). Estas inclusiones además de encontrarse en las neuronas dopaminérgicas, 
también están presentes en otras regiones cerebrales (Jellinger y col., 1999). 
Dicha enfermedad es la segunda patología neurodegenerativa más común, con una 
prevalencia de 160 casos al año por cada 100000 habitantes en el Oeste de Europa, 
afectando al 4% de la población en torno a los 80 años (Davie, 2008). La mayor parte 
del parkinsonismo es de causa desconocida (Parkinson idiopático), aunque existen 
algunos casos que se deben a causas genéticas (Parkinson familiar). Estos eventos de 
parkinsonismo familiar surgen a partir de alteraciones de determinados genes, entre los 
que se han identificado principalmente el gen de la α-sinucleína, parkina, LRKK2, 
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PINK1, UCHL-1, GBA y DJ-1 entre otros, los cuales están asociados a la enfermedad 
(Volta y col., 2015). 
 
 
 
Figura 1. Esquema de la vía nigroestriatal en condiciones normales y en la enfermedad de 
Parkinson. A. Representación de la vía nigroestriatal (líneas rojas) en un individuo sano, la cual está 
constituida por neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares se encuentran localizados en la SNpc 
(ver flechas cortas). Estas neuronas proyectan (líneas rojas gruesas) hacia el núcleo estriado (putamen y 
caudado). En la imagen se puede apreciar la pigmentación normal de la SNpc. B. Representación de la vía 
nigroestriatal (líneas rojas) en un individuo parkinsoniano, la cual se ve afectada por la muerte de las 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Existe una mayor afectación de las neuronas dopaminérgicas que 
proyectan hacia el putamen (línea roja punteada), y una modesta pérdida de aquellas que proyectan hacia 
el caudado (línea roja continua más fina). Se puede apreciar en la microfotografía la despigmentación 
característica de la SNpc debido a la pérdida de las neuronas dopaminérgicas (ver flechas; Dauer y 
Przedborski, 2003). 
 
A pesar de las numerosas y exhaustivas investigaciones llevadas a cabo, la causa por la 
que se produce la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la EP aún se 
desconoce, aunque se ha propuesto que probablemente el origen de la mayoría de los 
casos de parkinsonismo idiopático pueden deberse a múltiples factores como la edad, 
aspectos genéticos y ambientales (Braak y Del Tredici, 2008; Wider y Wszolek, 2008; 
Collier y col., 2011). La combinación de estos factores puede que induzcan 
determinados mecanismos moleculares patogénicos implicados en la degeneración 
neuronal, entre los que se han identificado el estrés oxidativo debido al metabolismo de 
la DA, alteraciones en el procesamiento proteíco, la disfunción mitocondrial, la 
excitotoxicidad, la oligomerización de la α-sinucleína, y procesos apoptóticos (Dauer y 
Przedborski, 2003; Sulzer, 2007; Obeso y col., 2010). Recientes estudios muestran 
además que la neuroinflamación y en concreto la activación microglial podrían también 
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contribuir a la cascada de eventos que conducen a la aparición y desarrollo de la EP 
(revisado en Tansey y Goldberg, 2010; Hirsch y Hunot, 2009; Hirsch y col., 2012).  
 
1.2. Neuroinflamación en la EP 
En base a datos epidemiológicos, neurogenéticos y estudios post-mortem, se ha 
propuesto que posiblemente los mecanismos neuroinflamatorios contribuyan en la 
degeneración neuronal de la EP. Entre estos mecanismos se encuentran la activación 
microglial, la astrogliosis y la infiltración linfocítica, siendo los dos primeros los que 
más ampliamente se han descrito (Braak y col., 2007; Hirsch y Hunot, 2009; Hirsch y 
col., 2012; McAllister y Van de Water, 2008; Obeso y col., 2010). Sin embargo, estos 
procesos no sólo están presentes en la EP, ya que se observan también en otras 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 
Huntington, la esclerosis lateral amiotrófica y la parálisis supranuclear progresiva 
(McGeer y col., 2004), por lo que es poco probable considerar que estos mecanismos 
sean la principal causa de la muerte celular en el parkinsonismo, aunque sí contribuyen 
al desarrollo de la misma.  
Desde un punto de vista clásico, la neuroinflamación se ha considerado como el 
conjunto de procesos que se desencadenan en el cerebro con objeto de elaborar una 
respuesta frente a agresiones tales como un trauma o infección. Esta respuesta 
inflamatoria es local y se caracteriza por una activa comunicación entre las células 
presentes en el parénquima cerebral (neuronas, células microgliales y astrocitos), las 
células vasculares y las células del sistema inmune (monocitos, macrófagos y linfocitos 
T). Todas ellas pueden liberar mediadores inflamatorios tales como citoquinas, y 
especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés ``Reactive Oxygen Species´´), 
favoreciendo la eliminación/remodelación del tejido dañado. De este modo la 
neuroinflamación se considera un mecanismo protector con el que se limitan los 
posibles daños en el cerebro, destruyendo a las células afectadas y modificando la 
matriz extracelular (Streit, 2002; Correale y Villa, 2004; Bauer y col., 2007; Sofroniew, 
2005; Sofroniew y Vinters, 2010). Sin las respuestas inflamatorias locales adecuadas el 
tejido cerebral sería vulnerable a traumas agudos, e infecciones microbianas o virales. 
No obstante, en determinadas condiciones patológicas como ocurre en la EP, donde el 
proceso neuroinflamatorio se cronifica, éste puede tener efectos deletéreos. En relación 
a este proceso y las células gliales podemos destacar principalmente dos fenómenos que 
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son los más ampliamente estudiados: la reacción microglial y la astrogliosis. En ambos 
tipos celulares durante determinadas situaciones patológicas tienen lugar mecanismos 
de activación denominados gliosis (Kreutzberg, 1996; O’Callaghan y Sriram, 2005; 
Glass y col., 2010). Morfológicamente la gliosis consiste en cambios macroscópicos en 
los fenotipos de las células gliales, traduciéndose principalmente en la activación y 
transformación de las células microgliales a células fagocíticas, y en menor medida de 
los astrocitos en reactivos (Narassimahan, 2005; Kettenmann, 2006 y 2007; Napoli y 
Neumann, 2009; Sofroniew y Vinters, 2010). Tras estos cambios se produce la 
liberación de mediadores proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) 
y el interferón-γ (IFN-γ), con los que se favorece el estado de alerta y por tanto el 
consecuente daño neuronal. Además, esta liberación de factores inflamatorios altera la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE), lo que facilita la entrada al 
parénquima cerebral de linfocitos y células del sistema monocito/macrófago, los cuales 
a su vez también secretan más mediadores inflamatorios contribuyendo al 
mantenimiento del estado crónico de neuroinflamación (Figura 2; Hutter-Saunders y 
col., 2011; More y col., 2013; Nolan y col., 2013).  
 
 
 
Figura 2. Esquema del proceso neuroinflamatorio implicado en el daño neuronal. Representación 
esquemática de los diferentes tipos celulares que intervienen en la neuroinflamación (astrocitos, 
microglía, células vasculares y linfocitarias), los cuales en situaciones patológicas como en la EP se 
mantienen en estado activado, gracias a la comunicación entre las mismas mediante la liberación de 
diferentes mediadores proinflamatorios como  el óxido nítrico (NO), la interleuquina-1 y 6 (IL-1, IL-6), el 
factor de necrosis tumoral (TNF-α), el interferón-γ (IFN-γ), y especies reactivas del oxígeno (ROS), lo 
que conlleva al correspondiente daño neuronal. (Modificado de Nolan y col., 2013). 
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1.2.1. Activación microglial 
 
La microglía es un tipo celular del sistema nervioso central (SNC) con una morfología 
característica (Figura 3A; Del Río-Hortega, 1932; Kettenmann y col., 2011): soma 
pequeño y numerosas y largas prolongaciones que permanecen en estado quiescente 
durante largos periodos de tiempo (Figura 3B), y que tras un estímulo fisiológico o 
patológico se activan sufriendo un cambio morfológico, que se traduce en un aumento 
del tamaño del soma y en el acortamiento y engrosamiento de dichas prolongaciones 
(Cullheim y Thams, 2007). Existen diversos estadios de activación hasta llegar a 
conformar una morfología ameboide, semejante a la de los macrófagos tisulares (Figura 
3C; Del Río-Hortega, 1932). Su función en el SNC es comprobar y alertar de cualquier 
situación nociva, en cuyo caso se activarán y producirán citoquinas y ROS, por medio 
de los cuales se comunicarán con otras células del cerebro (como los astrocitos) y 
células del sistema inmune. Por tanto, representan la principal línea de defensa del 
cerebro ante daños en el mismo. No obstante, cuando el estímulo que produce la 
neuroinflamación es mantenido en el tiempo como ocurre en la EP, ocasionan 
destrucción de tejidos y muerte neuronal (McGeer y col., 1993; Hanisch y Kettenmann, 
2007). 
 
 
 
Figura 3. Diferentes estadios de activación de las células microgliales descritos por Del Río-
Hortega. A. Pío del Río-Hortega (1882-1945). B. Imágenes de la morfología característica de las células 
microgliales con las largas prolongaciones ramificadas dibujadas por Del Río-Hortega. C. Imágenes de 
los diferentes estadios de activación de la microglía en los que termina alcanzando una morfología 
ameboide (Del Río-Hortega, 1932; Modificado de Kettenmann y col., 2011). 
15 
 
Tanto en análisis post-mortem como en pacientes de EP, mediante estudios de 
neuroimagen, se ha descrito un aumento en el número de células microgliales activadas 
(McGeer y col., 1988; Gerhard y col., 2006). Por otro lado, también se ha mostrado el 
incremento de niveles de citoquinas proinflamatorias en el suero de pacientes, como el 
TNF-α (Mogi y col., 1994; Scalzo, 2009) y el IFN-γ (Mount y col., 2007; Reale y col., 
2009). 
 
1.2.2. Activación astroglial 
El otro tipo glial descrito implicado en los procesos neurodegenerativos de la EP son los 
astrocitos. Éstos poseen cuerpos celulares pequeños con prolongaciones que se 
ramifican y extienden en todas direcciones, siendo característicos los extremos de estas 
ramificaciones conocidos como ``pies astrocitarios´´, los cuales tapizan a los vasos 
sanguíneos presentes en el SNC, formando parte de la BHE. Los astrocitos 
proporcionan un marco de sostén a las neuronas, además de intervenir en la homeostasis 
del espacio extracelular controlando las concentraciones de iones (Sofroniew, 2005), 
también participan en la recaptación de los neurotransmisores glutamato y DA, y en el 
establecimiento y maduración de las sinapsis (He y Sun, 2007). Por otro lado, son 
sensibles a los cambios en el parénquima cerebral y llegan a activarse en presencia de 
estímulos inflamatorios, lo cual produce modificaciones morfológicas que se traducen 
en aumento del tamaño del cuerpo celular e incremento del número de ramificaciones. 
Además, se intensifican varias cascadas de señalización como las mediadas por ATP y 
citoquinas, resultando en la sobreexpresión de determinadas proteínas, entre ellas  la 
proteína gliofibrilar ácida (GFAP), comúnmente utilizada como marcador astrocitario.  
Al igual que ocurre en la activación microglial, también se ha observado un incremento 
en el número de astrocitos reactivos en cerebros de pacientes parkinsonianos analizados 
post-mortem (Forno, 1992; Braak y col., 2007).  
 
1.2.3. Oligodendrogliosis 
Hallazgos recientes señalan otro tipo celular del SNC que pudiera estar implicado en 
procesos neuroinflamatorios: los oligodendrocitos (OLs; Annese y col., 2013). Éstos 
son un tipo glíal constituido por cuerpos celulares muy pequeños y con algunas 
prolongaciones muy finas. Su función principal es formar la mielina de los axones 
neuronales del cerebro y de la médula espinal. Además son fundamentales para que se 
lleve a cabo una correcta función y señalización de las neuronas. Al igual que los 
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astrocitos y la microglía, los OLs y sus precursores son vulnerables a condiciones 
presentes en lesiones o patologías del SNC. La variedad de factores secretados durante 
la neuroinflamación afectan a este tipo glial, de modo que la morfología de los OLs 
cambia, aumentando el tamaño del cuerpo celular y presentando un mayor número de 
prolongaciones con un incremento en el grosor de las mismas. Estas modificaciones 
morfológicas constituyen el proceso de activación de los OLs denominado 
oligodendrogliosis, el cual ha sido descrito en varias enfermedades neurodegenerativas, 
siendo más desconocido el papel en la EP (McGeer y McGeer, 2008).  
 
1.2.4. Modelos animales de EP y Neuroinflamación 
La mayor parte de los conocimientos que se tienen sobre los mecanismos 
fisiopatológicos de la EP se deben a estudios desarrollados en diferentes modelos 
animales de parkinsonismo, los cuales pueden ser genéticos o farmacológicos (Blandini 
y Armentero, 2012; Bové y Perier, 2012). Concretamente, los modelos farmacológicos 
o también denominados toxicológicos representan los modelos animales experimentales 
de parkinsonismo clásicos, y por ende más antiguos y ampliamente usados. Éstos se 
basan en el uso de toxinas, las cuales inducen la degeneración de las neuronas 
dopaminérgicas de la vía nigroestriatal, reproduciendo cambios neuropatológicos y 
sintomáticos de la EP humana. 
Entre los diferentes modelos farmacológicos el mejor caracterizado es el basado en la 
neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), ya que la administración 
sistémica de la misma, produce una lesión bilateral reproducible de la vía 
dopaminérgica nigroestriatal, lo cual no ocurre en otros modelos farmacológicos (Bové 
y Perier, 2012). La neurotoxina MPTP, fue descubierta accidentalmente en 1982 cuando 
un grupo de jóvenes drogadictos tras consumir un opiáceo sintético contaminado con el 
MPTP desarrollaron parkinsonismo agudo (Langston y col., 1983). Esto propició la 
utilización de este tóxico en animales de laboratorio, principalmente ratones y primates, 
en los que se observó el desarrollo de un síndrome parkinsoniano asociado a la 
degeneración selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, de modo que se 
extendió su uso con objeto de estudiar en profundidad la patogenia de la EP.  
El metabolismo del MPTP es un proceso complejo y en el que intervienen varios pasos 
(Figura 4; Tipton y Singer, 1993; Dauer y Przedborski, 2003). Tras su administración 
sistémica, al ser altamente lipofílico rápidamente atraviesa la BHE. Una vez en el 
cerebro, el MPTP es captado por células gliales, probablemente astrocitos, y es 
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transformado en 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridium (MPDP) por la acción de la enzima 
monoamino oxidasa B (MAO-B; Chiba y col., 1984; Heikkila y col., 1984; Langston y 
col., 1984; Markey y col., 1984). Posteriormente éste se oxida espontáneamente al 
metabolito activo tóxico 1-metil-4-fenilpiridínico (MPP
+
; Przedborski y Vila, 2003), el 
cual se libera al espacio extracelular. El MPP
+
 al ser una molécula polar no puede entrar 
libremente en las células, por lo que depende de trasportadores de membrana. 
Concretamente posee alta afinidad por el trasportador de DA (DAT) presente en las 
neuronas dopaminérgicas y a través del cual pasan a su interior (Javitch y col., 1985). 
Una vez dentro de las neuronas dopaminérgicas, puede interaccionar con diversas 
enzimas citosólicas o acumularse en la mitocondria (Adams y col., 1993; Klaidman y 
col., 1993; Ramsay y Singer, 1986). En la mitocondria el MPP
+
 inhibe al complejo I de 
la cadena transportadora de electrones, disminuyendo los niveles de ATP (Nicklas y 
col., 1985; Ramsay y col., 1986) y aumentando la producción de radicales libres 
contribuyendo a generar estrés oxidativo (Blum y col., 2001; Tipton y Singer, 1993), y 
por tanto muerte celular. Por otro lado el MPP
+
 se almacena en vesículas sinápticas tras 
unirse al transportador vesicular de monoaminas (VMAT; Del Zompo y col., 1993), 
reduciéndose así su efecto tóxico.  
El MPTP no presenta la misma efectividad entre unas especies a otras, variando la 
susceptibilidad del mismo inclusive entre cepas de la misma especie, edad o el sexo de 
los individuos (Przedborski y col., 2001). Dicha neurotoxina es usada principalmente en 
primates y ratones, aunque su toxicidad también ha sido mostrada en otras especies 
como perros, gatos, ovejas, ratas y peces (Gerlach y Riederer, 1996; Przedborski y col., 
2001). Sin embargo, debido a motivos científicos y económicos, el ratón es la especie 
más utilizada. Respecto a los anteriores factores descritos lo más común es utilizar 
ratones macho a partir de 8 semanas de edad, de la cepa C57BL/6, ya que es la que 
presenta mayor sensibilidad y especificidad al MPTP (Schmidt y Ferger, 2001). 
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Figura 4. Metabolismo del MPTP. Representación del mecanismo de acción en el cerebro de la 
neurotoxina MPTP. Para explicación ver texto (Przedborski y Vila, 2003). 
 
El modelo convencional de MPTP implica la administración aguda o subaguda de la 
neurotoxina, requiriendo altas dosis de neurotóxico en periodos cortos de tiempo. La 
forma más común y reproducible de administración es mediante inyección sistémica 
(Przedborski y col., 2001). En estos modelos agudos cuando el MPTP es administrado 
sistémicamente en el ratón se produce una degeneración selectiva de la vía nigroestriatal 
junto con ciertas alteraciones motoras que se asemejan a la EP en humanos (Sedelis y 
col., 2001), sin embargo el tóxico induce una muerte celular rápida a diferencia de la 
lenta progresión de la enfermedad. Además, la lesión dopaminérgica inducida por 
administración aguda del MPTP presenta alta variabilidad incluyendo un elevado grado 
de reversibilidad del daño dopaminérgico al retirar la administración de MPTP tras 
escasas dosis (Petroske y col., 2001; revisado en Meredith y col., 2008). Durante los 
últimos años, diferentes autores han propuesto modelos de parkinsonismo crónico 
mediante la aplicación de nuevos protocolos de MPTP en los que administran bajas 
dosis de neurotóxico durante largos periodos de tiempo (2-5 semanas) con la intención 
de conseguir una lenta progresión de la degeneración dopaminérgica, además de poder 
reproducir la presencia de inclusiones neurales (Rozas y col., 1998; Petroske y col., 
2001; Shimoji y col., 2005; Fornai y col., 2005; Alvarez-Fischer y col., 2008; Gibrat y 
col., 2009). Sin embargo, existen grandes discrepancias entre los diferentes tratamientos 
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crónicos de MPTP respecto al nivel de degeneración nigroestriatal, la reacción 
neuroinflamatoria, la aparición de síntomas motores y la formación de inclusiones 
proteícas. Además, estos modelos crónicos de MPTP no son capaces de mostrar una 
clara degeneración progresiva de las neuronas nigroestriatales, ni de reproducir los 
diferentes estadios de la enfermedad.  
Debido a los principales inconvenientes descritos sobre los diferentes modelos de 
MPTP, en el laboratorio se desarrolló un nuevo modelo crónico de parkinsonismo, en el 
que se administran dosis bajas de MPTP (20mg/Kg MPTP 3 veces por semana) durante 
3 meses en ratones de la cepa C57BL/6, obteniéndose una robusta destrucción 
progresiva y bilateral de la vía nigroestriatal a lo largo del periodo de tratamiento con el 
neurotóxico (Figura 5; Muñoz-Manchado y col., 2016).  
 
Figura 5. Lesión de la vía nigroestriatal en el modelo de parkinsonismo crónico inducido por 
MPTP. A. Inmunohistoquímica TH de la inervación dopaminérgica del estriado (arriba) y las células TH+ 
de la SNpc (abajo) de ratones representativos tratados con salino (control) o MPTP 20 mg/kg, 3 veces por 
semana durante 1, 2 ó 3 meses. B. Cuantificación estereológica de las células TH+ de la SNpc en los 4 
grupos de animales. C. Densitometría óptica (D.O.) de la inervación estriatal TH+ en los 4 grupos de 
animales. Entre paréntesis el número de animales, * p< 0,05; ** p<0,01. 
 
 
La degeneración inducida en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc va acompañada 
de alteraciones motoras y déficits en la coordinación. De modo que este nuevo modelo 
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de parkinsonismo crónico, basado en la continua administración a bajas dosis de MPTP 
durante un largo periodo de tiempo, consigue mimetizar de una forma robusta la 
degeneración dopaminérgica lenta y progresiva característica de la EP. Además, este 
tratamiento tiene una gran utilidad a la hora de estudiar diferentes estadios de la 
enfermedad, basado en el nivel de degeneración dopaminérgica, y así tener un mejor 
conocimiento de la patofisiología de la misma.  
Como se ha descrito con anterioridad uno de los aspectos más importantes en la 
patofisiología de la EP, es la notoria reacción glial existente, la cual también se ha 
observado en varios modelos animales de parkinsonismo (Hirsch y Hunot, 2009). Los 
mecanismos responsables del mantenimiento de la activación glial en el cerebro se 
desconocen, no obstante las citoquinas proinflamatorias como el IFN-γ y el TNF-α 
podrían ser posibles candidatos (Tedeschi y col., 1986; Benveniste y col., 1994; 
Hanisch, 2002). De hecho, el bloqueo selectivo de la actividad del TNF-α protege frente 
a la pérdida neuronal dopaminérgica. En el mismo sentido, ratones mutantes del 
receptor TNF-α se muestran una menor degeneración de la SNpc tras el tratamiento con 
MPTP (Sriram y col., 2002 y 2006; Ferger y col., 2004; McCoy y col., 2006). También 
ratones knockout para el IFN-γ son menos susceptibles a la pérdida neuronal ocasionada 
por dicha neurotoxina (Mount y col., 2007). 
Por otro lado, e la activación microglial ha sido descrita  tras la administración de la 
neurotoxina MPTP en cerebros de ratones (Liberatore y col., 1999; Annese y col., 2013) 
y monos (Hurley y col., 2003; Barcia y col., 2004; Annese y col., 2013). Sin embargo, 
esta activación parece variar según el método de exposición al neurotóxico, ya que se 
observa una clara activación microglial tras administraciones agudas de MPTP. No 
obstante, existen importantes diferencias entre distintos estudios en la detección de la 
activación microglial en modelos crónicos (Furuya y col., 2004; Hirsch y Hunot, 2009). 
En general, la activación microglial es una característica común presente en todos los 
modelos agudos de parkinsonismo experimental, sugiriendo un posible papel en el 
proceso de degeneración neuronal. Esto se apoya en estudios que muestran que la 
activación microglial precede la muerte neuronal dopaminérgica (Figura 6; Liberatore y 
col., 1999; Breidert y col., 2002; Hirsch y Hunot, 2009), y por tanto la inhibición de este 
evento puediere evitar la muerte de dichas neuronas (Wu y col., 2002). 
También la astrogliosis se ha reproducido en modelos animales de parkinsonismo, 
observándose una elevada inmunoreactividad de GFAP a nivel de la SNpc y del estriado 
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en ratas expuestas a la 6-Hidroxi-dopamina (6-OHDA; Rodrigues y col., 2001), y en 
ratones tratados con MPTP (Breidert y col., 2002). Dicha inmunoreactividad también se 
ha descrito en otras enfermedades neurodegenetaivas como en la enfermedad de 
Alzheimer (Diedrich y col., 1987), Huntington (Galatioto, 1996), y esclerosis múltiple 
(Darvesh y col., 2010), sugiriendo la implicación de los astrocitos en los procesos 
neuroinflamatorios que intervienen en la degeneración neuronal (Barcia y col., 2013).  
Ambos fenómenos de neuroinflamación, microgliosis y astrogliosis, se ha mostrado que 
ocurren tanto en la SNpc y como en el estriado de ratones tratados con MPTP, 
sucediéndose en distintos tiempos durante el proceso neuroinflamatorio. De modo que 
se observa una notable activación microglial a los 2 días tras la administración del 
MPTP, mientras que el pico máximo de reacción astroglial se registra a los 5 días tras la 
administración de la neurotoxina (Figura 6; Breidert y col., 2002). Estos dos tipos 
celulares se diferencian en la actividad proliferativa, ya que se identificaron nuevas 
células microgliales mediante el marcador de proliferación 5´-bromo-2-desoxiuridina 
(BrdU) en ratones y monos tratados con MPTP, no observándose este marcaje en la 
células astrogliales positivas para GFAP (Tandé y col., 2006). Por consiguiente, la 
activación microglial implica un aumento de la cantidad de las células microgliales 
además de las modificaciones morfológicas que experimentan las mismas, mientras que 
la astrogliosis sólo se caracteriza por presentar cambios fenotípicos (incremento en la 
expresión de GFAP y cambios morfológicos de los astrocitos). No obstante, el papel 
que desarrollan los astrocitos en la EP no es del todo conocido, aunque se podría 
hipotetizar que es improbable que participen en los primeros eventos que conducen a la 
muerte neuronal dopaminérgica, ya que la reacción astroglial tiene lugar más tarde en el 
proceso degenerativo. 
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Figura 6. Secuencia de los eventos celulares ocurridos en la SNpc tras la administración aguda de la 
neurotoxina MPTP (15mg/kg en intervalos de 2 horas/día a lo largo de 1 semana) en ratón. Una vez 
suministrado el MPTP tiene lugar el daño neuronal dopaminérgico. Esta fase lesiva puede durar unos 3-4 
días y pasado este periodo, se produce la destrucción y eliminación de las neuronas afectadas. 7 días 
después de la administración de la toxina, la muerte celular dopaminérgica no progresa más. Durante este 
curso temporal, las células microgliales se activan rápidamente (12-24h tras la administración del MPTP), 
siendo éstas muy sensibles a leves cambios neuropatológicos. La reacción de la astroglía ocurre después, 
3-4 días tras la administración del MPTP, concomitantemente con la muerte celular dopaminérgica. La 
infiltración de los linfocitos T en el cerebro sucede a los 2 días de administrar MPTP, y se incrementa de 
forma continuada durante los siguientes 5 días. La reacción inflamatoria generada por la activación de la 
microglía en la SNpc puede que contribuya al reclutamiento específico de estas células del sistema 
inmune adaptativo (Modificado Hirsch y Hunot, 2009). 
 
Posteriormente, se ha mostrado la implicación de un tercer tipo glial en la afectación de 
las neuronas dopaminérgicas y de sus proyecciones en el estriado debidas al tratamiento 
de MPTP en ratones y macacos,  observándose una importante oligodendrogliosis en 
toda la vía nigroestriatal. Esto pone de manifiesto el posible papel de los OLs en el 
parkinsonismo, aunque los mecanismos y funciones de los mismos en modelos 
experimentales y en pacientes aún se desconocen (Takagi y col., 2007; Annese y col., 
2013). 
Todos los datos obtenidos hasta ahora, tanto de los análisis post-mortem como de los 
pacientes, junto con los estudios en los modelos animales de parkinsonismo, sugieren 
que el mecanismo de muerte celular en la vía nigroestriatal está relacionado con 
distintos tipos de células no neuronales: microglía, astrocitos, oligodendrocitos, además 
de células del sistema inmune periférico, siendo la activación microglial y la astrogliosis 
los procesos más estudiados.  
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1.3. Tratamiento de la EP  
Tal y como se ha descrito con anterioridad, la principal característica de la EP es la 
pérdida progresiva de DA en el estriado, lo cual llevó en primer lugar al desarrollo de 
terapias farmacológicas que trataran de suplir el déficit dopaminérgico. El principal 
tratamiento de elección para la enfermedad es la levodopa, un precursor inmediato de la 
DA, que es administrado por vía oral siendo capaz de atravesar la BHE (a diferencia de 
la DA), y que mediante la enzima l-aminoácido descarboxilasa es transformada en DA. 
Éste fármaco es el método terapeútico más ampliamente utilizado, no obstante a largo 
plazo su uso plantea efectos secundarios. Un alto porcentaje de los pacientes tratados 
con levodopa durante un periodo prolongado (más de 5 años) desarrollan 
complicaciones motoras como disquinesias o alteraciones motoras, posiblemente debido 
administración oral de levodopa supone un aporte intermitente de DA que no reproduce 
el patrón fisiológico de secreción del neurotransmisor.  
Posteriormente se utilizó la combinación de la levodopa junto con otros fármacos como 
inhibidores de la descarboxilación periférica (carbidopa o benserazide), con objeto de 
aumentar su vida media en sangre y así reducir los efectos adversos periféricos de la 
DA, como naúseas, vómitos e hipotensión arterial. Más tarde, se emplearon inhibidores 
de dos enzimas de la ruta de degradación de la DA, la catecol-O-metiltransferasa 
(COMT) y la monoamino oxidasa B (MAO-B; para revisión ver Schapira, 2009), con 
los que se potencia el efecto de la levodopa. Otros fármacos utilizados son los agonistas 
dopaminérgicos, que retrasan las complicaciones a largo plazo aunque presentan una 
menor eficacia que la levodopa. No obstante, aunque estos tratamientos contribuyan en 
la mejora de la sintomatología de la enfermedad, sobre todo en los primeros estadios, a 
largo plazo se observa una pérdida de eficacia de los mismos, además de aparecer 
distintos efectos secundarios, lo cual supone uno de los principales inconvenientes de la 
terapia farmacológica (Wijeyekoon y Barker, 2009).  
Recientemente se han desarrollado distintos tratamientos quirúrgicos de la EP, que 
producen una importante mejora de los síntomas motores. (Blomstedt y Hariz, 2006). 
No obstante, dichas terapias también presentan ciertas desventajas como el alto coste 
del procedimiento o el riesgo de sufrir infecciones (revisado en Moro y Lang, 2006).   
Las limitaciones que exhiben todos los tratamientos actuales para la EP, promueven la 
búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que permitan luchar más eficazmente contra 
la enfermedad, con objeto de reparar o restaurar la función dopaminérgica de la vía 
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nigroestriatal dañada (Wijeyekoon y Barker, 2009; Bjorklund y Kordower, 2010; 
Rangasamy y col., 2010; Dunnett y Rosser, 2011; Bjorklund y Kordower, 2013). En 
este sentido, la terapia celular podría ser un posible tratamiento eficaz en el 
parkinsonismo, la cual, en la mayoría de los abordajes utilizados hasta la fecha, plantea 
restaurar los niveles de DA mediante el trasplante de células productoras de dicho 
neurotransmisor.  
 
2. Terapia celular en la enfermedad de Parkinson 
Durante las últimas décadas el uso de trasplantes intraestriatales de células está siendo 
investigado intensamente, con los que se pretende reemplazar a las células 
dopaminérgicas dañadas por otras que restablezcan los niveles de DA, y por tanto 
compensar las alteraciones motoras presentes en esta enfermedad (Yurek y Sladek, 
1990; Bjorklund y col., 2003). Se ha ensayado el trasplante de distintos tipos celulares 
en la EP, predominando el uso de células productoras de DA, dentro de las cuales cabe 
destacar a las células mesencefálicas fetales ya que son las que mejores resultados 
clínicos proporcionaron en un principio. Estudios en modelos animales de 
parkinsonismo mostraron que las células mesencefálicas fetales humanas trasplantadas 
en el estriado, producían DA y mejoraban la sintomatología motora característica de la 
EP (Perlow y col., 1979; Redmond y col., 1986). Esto propició la puesta en marcha de 
varios ensayos clínicos, los cuales reflejaban una óptima recuperación de los pacientes 
parkinsonianos trasplantados, observándose una importante reinervación estriatal (Freed 
y col., 1992; Lindvall y col., 1990 y 1992; Freeman y col., 1995, Piccini y col., 1999). 
Sin embargo, en dos estudios a doble ciego posteriores sólo se obtuvo una leve mejoría, 
presentando entre el 15-57% de los pacientes trasplantados alteraciones motoras (Freed 
y col., 2001; Olanow y col., 2003). Esta variabilidad de los ensayos clínicos se ha 
atribuido a la utilización de los diferentes métodos empleados para preparar el tejido a 
trasplantar, a la hora de seleccionar a los pacientes, e incluso en el tiempo en el que se 
evaluó la recuperación (Dunnett y col., 2001; Lindvall y Björklund, 2004). Asimismo, 
la aparición de movimientos involuntarios (discinesias) en los pacientes trasplantados y 
los problemas éticos que conlleva el uso de células fetales, cuestionan la aplicabilidad 
de estos trasplantes en la EP (Revisado en Arenas, 2010).  
Por otro lado y debido a la baja disponibilidad de las células mesencefálicas fetales 
humanas, también se ha ensayado el trasplante de células mesencefálicas fetales 
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porcinas, cuyo uso no plantea dilemas éticos. No obstante, este tipo celular presenta 
inconvenientes como el rechazo inmunológico (Larsson y col., 2001; Armstrong y col., 
2001) y la posible fuente de infecciones interespecies. Ensayos clínicos en pacientes 
muestran sólo un leve beneficio (Fink y col., 2000), sin embargo en un posterior estudio 
a doble ciego se observó que tanto los pacientes trasplantados como los del grupo 
placebo mostraban similares mejorías, por lo que hasta el momento no se han realizado 
más estudios (observación no publicada, referenciada en Olanow, 2009). 
Además de la terapia celular basada fundamentalmente en el aporte de dopamina, en los 
últimos años se ha propuesto el trasplante de células que liberen factores neurotróficos, 
terapia celular neurotrófica, los cuales promueven la supervivencia de las neuronas aún 
no afectadas por el curso de la enfermedad, además de protegerlas ante determinadas 
situaciones patológicas como la muerte por apoptosis y la acción de diferentes tóxicos  
(Rangasamy y col, 2010). Dentro de dicha terapia celular neurotrófica se engloban los 
trasplantes de cuerpo carotídeo (CC), que además del posible aporte dopaminérgico, 
destacan por la alta producción de factores neurotróficos. 
 
2.1. Trasplante de agregados celulares de cuerpo carotídeo  
Desde hace años en nuestro laboratorio se estudian diferentes aspectos de la fisiología 
del CC (ver revisión López-Barneo y col., 2008), considerándolo como una fuente de 
células productoras de DA para la realización de autotrasplantes en la EP. Esto es 
debido principalmente a que el CC es uno de los órganos más dopaminérgicos del 
organismo.  
El CC se encuentra localizado bilateralmente en la bifurcación de la arteria carótida 
(Figura 7A), siendo el principal quimiorreceptor periférico en mamíferos, capaz de 
detectar los niveles de O2, CO2 y pH en sangre arterial e informar al SNC, donde se 
ponen en marcha las correspondientes respuestas compensatorias (López-Barneo y col., 
2001 y 2003). Este órgano está altamente irrigado e inervado por fibras nerviosas 
aferentes que forman parte del nervio glosofaríngeo (Fidone y González, 1986). El 
parénquima del CC está constituido por células que se disponen formando glomérulos, 
los cuales contienen dos tipos celulares: las células glómicas y las células 
sustentaculares (Figura 7B). Las células glómicas o tipo I (con fenotipo neural), son los 
elementos quimiosensores y neurosecretores del CC. Estas células son altamente 
dopaminérgicas, pudiendo ser identificadas mediante inmunohistoquímica con 
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anticuerpos anti-tiroxina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la síntesis de las 
catecolaminas. Rodeando a las células glómicas se encuentran células más pequeñas y 
alargadas, conocidas como sustentaculares o tipo II, siendo TH negativas, y 
caracterizadas por expresar marcadores gliales como el GFAP, S-100 y vimentina. 
Recientemente se ha descrito que algunas células tipo II poseen características de 
células madre y por tanto son las responsables de la neurogénesis en el CC adulto de 
mamíferos (Pardal y col., 2007). 
Otra propiedad del CC es que posee una elevada supervivencia en hipoxia (situación 
existente en el parénquima cerebral especialmente tras el implante). En concreto, este 
ambiente hipóxico es detectado por las células glómicas del CC e induce una serie de 
cambios morfológicos y neuroquímicos produciendo hipertrofia e hiperplasia en el 
mismo (McGregor y col., 1984; Stea y col., 1995), estimulando la expresión de la TH  
(Czyzyk-Krzeska y col., 1992) y la secreción de DA (López-Barneo y col., 1988; Urena 
y col., 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Localización y organización anatómica del cuerpo carotídeo. A. Representación 
esquemática de la localización del cuerpo carotídeo (CC), también se muestran la arteria carótida interna 
(ACI) y externa (ACE), y el nervio del seno carotídeo (NSC). B, Representación esquemática de los tipos 
celulares que conforman el CC (tipo I y tipo II), vasos sanguíneos (v) y fibras nerviosas aferentes (fn). 
Modificada de Pardal y col., 2007. 
 
 
Debido a dichas características, se propuso inicialmente el uso del trasplante de CC en 
modelos animales de parkinsonismo como una terapia sustitutiva de DA. Primeros 
implantes carotídeos en el estriado de ratas hemiparkinsonianas lesionadas con             
6-OHDA, no producían un efecto claro de mejora, debido probablemente a que la 
dispersión de las células glómicas no permitía conservar la estructura glomerular del 
CC, posiblemente necesaria para la supervivencia y mantenimiento del implante 
(Hansen y col., 1988). No obstante,  posteriores ensayos de trasplantes intraestriatales 
de agragados celulares de CC, en los que sí se conservaba la estructura glomerular, en 
ratas y monos hemiparkinsonianos tratados con MPTP exhibían una mejoría tanto en los 
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aspectos conductuales como histológicos y funcionales (Espejo y col., 1998; Luquin y 
col., 1999; Toledo-Aral y col., 2002 y 2003). Además de mostrar esta recuperación 
inducida por el implante carotídeo, en estos estudios se quiso profundizar en los 
mecanismos subyacentes de la misma, observando en el estriado trasplantado de ratas 
hemiparkinsonianas claros signos de reinervación, con una alta densidad de fibras 
estriatales inmunoreactivas para TH (Toledo-Aral y col., 2003). Del mismo modo, en 
monos con parkinsonismo crónico inducido por MPTP, el autotransplante de agregados 
celulares de CC produce recuperación funcional mediante la reinervación 
dopaminérgica del núcleo caudado y el putamen (Luquin y col., 1999). Estos resultados 
pusieron de manifiesto que la recuperación observada en los animales parkinsonianos se 
debe, más que a la posible liberación local de DA, a que el implante carotídeo produce 
una acción trófica sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, favoreciendo la 
reinervación del estriado y la recuperación de los síntomas motores en los animales 
trasplantados (Toledo-Aral y col., 2003).  
La acción trófica de los trasplantes de tejido carotídeo, sugerida en estos experimentos, 
se debe al hecho de que las células glómicas del CC de roedores adultos producen altas 
cantidades del factor dopaminotrófico GDNF (del inglés, ``Glial cell-derived 
neurotrophic factor´´; Toledo-Aral y col., 2003; Leitner y col., 2005) tanto in situ como 
trasplantado (Villadiego y col., 2005). Dicho factor se ha mostrado que ejerce una 
recuperación (Tomac y col., 1995; Gash y col., 1996; Björklund y col., 1997; Rosenblad 
y col., 1998; Kordower y col., 2000; Kirik y col., 2004) de similares características a las 
descritas en los animales trasplantados con CC (Akerud y col., 2001). Por tanto, puede 
considerarse a las células glómicas del CC como bombas biológicas duraderas y 
estables de GDNF, lo cual permite plantear su uso en terapia celular contra la EP.        
Tal y como se ha descrito con anterioridad, las primeras evidencias que mostraban la 
acción trófica sobre la vía nigroestriatal ejercida por el CC trasplantado se obtienen a 
partir de ratas hemiparkinsonianas (Toledo-Aral y col., 2003), las cuales conforman un 
modelo animal que presenta importantes limitaciones para identificar y estudiar dicho 
efecto trófico. Por un lado, la falta de un control interno impide poder normalizar la 
variabilidad de la lesión. Por otro lado, la lesión aguda producida puede enmascarar los 
efectos protectores lentos y progresivos del trasplante en la vía nigroestriatal. 
Finalmente, el daño ejercido en la vía nigroestriatal no es uniforme. Todo ello y con 
objeto de estudiar si los trasplantes de CC protegen tróficamente dicha vía 
nigroestriatal, propició el uso del modelo murino desarrollado en nuestro laboratorio de 
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parkinsonismo crónico inducido por MPTP (Muñoz-Manchado y col., 2016). Este 
modelo se caracteriza por producir una lesión lenta, progresiva y sistémica 
dopaminérgica, mostrando de forma robusta el efecto beneficioso de los trasplantes de 
CC teniendo siempre el hemisferio contralateral no trasplantado como un potente 
control interno. Con este procedimiento experimental se observó que al trasplantar CC 
en un hemisferio, se protege la sustancia negra ipsilateral del daño crónico inducido por 
MPTP (Figura 8B). Además se inyectaron microesferas de látex con un marcador 
fluorescente (Lumaflúor) junto con el implante, de modo que se identificaron 
retrógradamente a las neuronas de la sustancia negra que han estado en contacto con el 
trasplante de CC, comprobando que éstas son precisamente las que se protegen del 
tratamiento crónico con MPTP. Por otro lado se advirtió, en consonancia con un efecto 
trófico clásico, que la protección trófica ejercida por el CC en las neuronas 
dopaminérgicas de la SNpc mostraba una dependencia respecto a la cantidad de tejido 
carotídeo trasplantado, de modo que cuanto mayor era el volumen del CC implantado 
mayor era el número de células TH
+
 protegidas en la SNpc (Figura 8C). Esta acción 
trófica dosis-dependiente de los trasplantes de CC fue además analizada en ratones 
heterocigotos GDNF/LacZ (GDNF
+/-
), los cuales se caracterizan por tener menores 
cantidades del factor neurotrófico GDNF. De este modo, se observa una menor 
protección en las neuronas de la SNpc en el lado trasplantado con CC de los ratones 
heterocigotos respecto a los ratones silvestres, en los cuales el trasplante de CC ejerce 
una protección notable y significativa de las neuronas dopaminérgicas (Figura 8D). 
Todos estos resultados confirman la acción beneficiosa ejercida por el CC trasplantado, 
el cual induce una acción trófica en la vía nigroestriatal, y que se correlaciona 
positivamente con el tamaño y nivel de expresión del factor neurotrófico GDNF del 
propio tejido carotídeo implantado. 
La significativa mejora inducida por los trasplantes de CC en los diferentes modelos 
animales de parkinsonismo, también propició evaluar la eficacia del trasplante de CC en 
pacientes con EP. Para ello, se realizaron dos ensayos clínicos con el fin de comprobar 
la factibilidad del autotrasplante de células del CC en humanos con EP (Arjona y col., 
2003; Mínguez y col., 2007). En estos estudios sólo se observó en algunos de los 
pacientes trasplantados una leve mejoría tanto a nivel clínico como neuroquímico, sin 
llegar a obtener los resultados positivos conseguidos en la experimentación animal. 
Dentro de los factores que limitaban la eficacia terapeútica del autotrasplante se 
identificó la edad del paciente autotrasplantado (Arjona y col., 2003).  
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Figura 8. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la SN en el modelo animal crónico 
de parkinsonismo. A. Esquema del protocolo usado para estudiar el efecto de los trasplantes de CC sobre 
la vía nigroestriatal en un modelo crónico de MPTP. Se indican los momentos del trasplante y sacrificio, 
así como el periodo con MPTP. B. Inmunohistoquímica para TH en secciones coronales de cerebro 
mostrando la protección ejercida por el CC trasplantado (a mayor aumento en el recuadro de la derecha) 
en la vía nigroestriatal. Nótese la cuantificación estereológica, expresada como porcentaje respecto al lado 
control, situado a la derecha de las microfotografías de la SNpc. C. Gráfico de la regresión lineal 
(r=0,534) establecido entre la protección inducida por el trasplante de CC y el volumen del mismo. D. 
Cuantificación estereológica de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en los ratones trasplantados con 
CC GDNF+/- o GDNF+/+. El CC GDNF+/- implantado muestra una protección reducida y no 
significativa (n.s.) comparada con el CC GDNF+/+, el cual induce una notable protección de las neuronas 
dopaminérgicas.*p<0,05; **p<0,01; Muñoz-Manchado y col., 2016. 
 
En el laboratorio se han realizado diversos experimentos para estudiar el efecto de la 
edad en la acción neurotrófica producida por el implante de CC. En primer lugar se 
analizó la regulación de la expresión de GDNF en el CC ante una exposición 
prolongada de niveles bajos de oxígeno (10% O2) con objeto de mimetizar las 
condiciones en las que el CC se encuentra en el parénquima cerebral al ser trasplantado 
(Erecinska y Silver, 2001). Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de 
GDNF en el CC de animales viejos en hipoxia crónica disminuía respecto al CC de 
animales jóvenes (Tesis doctoral Villadiego, 2007). En base a estos trabajos previos, se 
realizó un estudio comparativo de la expresión de GDNF en el CC viejo y joven de 
ratones heterocigotos GDNF/lacZ donantes una vez trasplantado. Los datos indicaron 
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una disminución de la expresión de GDNF en el trasplante de CC viejo respecto al 
trasplante de tejido carotídeo jóven, no hallándose diferencias en el volumen del 
trasplante entre ambos casos (Figura 9B). Además se se mostró la correlación negativa 
existente entre la expresión de GDNF y la edad del CC trasplantado (Figura 9C). Estos 
resultados podrían explicar la disminución de la eficacia del implante en pacientes con 
edad avanzada (Figura 9; Modificado Tesis doctoral Muñoz-Manchado, 2011).  
 
 
 
Figura 9. Expresión de GDNF en el CC de donante joven y viejo trasplantado en ratones jóvenes. 
A. Cortes a nivel del estriado de un animal trasplantado con CC de ratones heterocigotos GDNF-LACZ 
jóvenes (izquierda) y viejos (derecha). La tinción Xgal de dichos cortes mostró las inclusiones GDNF-
Xgal en los CC trasplantados joven y viejo (microfotografías izquierda y derecha en los extremos 
respectivamente), y mediante inmunofluorescencia de TH (en rojo) se midió el parénquima del implante 
de CC. B. El número de inclusiones GDNF-Xgal/mm3 de los CC trasplantados fue menor en los CC 
viejos. En C se muestra la correlación inversa entre la edad del cuerpo carotídeo viejo trasplantado y la 
densidad de inclusiones GDNF-Xgal en el modelo crónico de MPTP. D. Cuantificación de las células 
TH+ en la SNpc de animales salinos, tratados con MPTP y heterocigotos trasplantados con CC joven y 
viejo. Entre paréntesis se indica el número de experimentos. n.s.= no significativo; *p<0,05; **p<0,01. 
Modificado tesis Muñoz-Manchado, 2011. 
 
 Los experimentos anteriormente descritos mostrando que la expresión del factor 
neurotrófico GDNF se ve afectada por la edad del CC implantado, aportan una 
explicación a la disminución de la eficacia terapéutica del autotrasplante de CC 
observada en los pacientes parkinsonianos de avanzada edad (Arjona y col., 2003). Por 
otro lado, una limitación adicional de los trasplantes de CC es la poca disponibilidad de 
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tejido, ya que el CC humano es un órgano muy pequeño. Esto ha hecho que en 
proyectos paralelos del grupo de investigación se haya analizado la expansión in vitro 
del CC (mediante la generación de neuroesferas) y así disponer de mayor biomasa para 
su uso en terapia celular (Pardal y col., 2007; López-Barneo y col., 2009). Por tanto 
resultaba necesario establecer un protocolo de inmunosupresión que posibilite analizar 
el efecto de los xenostranplantes de CC de rata en nuestro modelo murino de 
parkinsonismo crónico inducido por MPTP, como paso previo a analizar el efecto 
terapéutico de alotrasplantes de CC humano procedentes de donantes jóvenes o de CC 
expandido “in vitro”. 
 
3. Inmunosupresión en el SNC 
 
Tradicionalmente al cerebro se le ha considerado como un órgano ``inmunológicamente 
privilegiado´´, ya que existían indicios de reacciones inmunitarias mucho más leves en 
respuesta a trasplantes, respecto a otros órganos (Medawar, 1948; Barker y Billingham, 
1977; Widner y Brundin, 1988). Esto se ha atribuido principalmente al aislamiento de 
este órgano por la BHE, estructura que separa el parénquima cerebral y el líquido 
cefalorraquídeo, de los vasos sanguíneos (Wekerle y col., 1986; Pachter y col., 2003). 
Otras características del SNC que podrían contribuir a la situación de respuesta 
inmunitaria reducida son la de carecer de sistema linfático (Brundin y col., 1988), 
poseer un bajo número de células presentadoras de antígenos y células T (Hart y Fabre, 
1981; Fischer y Bielinsky, 1999; Lynch y Mills, 2012). Además, algunos autores 
plantean que el cerebro está dotado de un microambiente inmunosupresor debido a la 
particular expresión de citoquinas anti-inflamatorias (Williams y col., 2014). Sin 
embargo, este privilegio inmunológico no es absoluto, y numerosos estudios reportan el 
rechazo de trasplantes intracerebrales (Finsen y col., 1988; Mason y Morris, 1986; 
Sloan y col., 1991; Wood y col., 1992; Björklund y col., 2003). En este sentido, y en 
relación a la terapia antiparkinsoniana, estudios iniciales sugerían la supervivencia de 
xenotrasplantes de células dopaminérgicas mesencefálicas sin necesidad de 
inmunosupresión (Björklund y col., 1982). No obstante, trabajos posteriores 
demostraron respuestas inmunitarias en el SNC inducidas por los xenoimplantes y 
rechazo si no se usaban fármacos inmunosupresores (Brundin y col., 1985., Finsen y 
col., 1988; Freed y col., 1988; Duan y col., 1995; Wood y col., 1996)  
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Está descrito que como en el caso de trasplantes extraneurales, el complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC, del inglés “Major Histocompatibility Complex”) 
desempeña un importante papel en el rechazo de los trasplantes neurales (Duan y col., 
1995). Este sistema lo conforman unas glicoproteínas de membrana presentes en la 
mayoría de especies animales, cuya función es la presentación de péptidos, procedentes 
de la digestión de antígenos proteícos citosólicos y extracelulares, a los linfocitos T. 
Siendo responsable, por ejemplo, de que el sistema inmune reconozca a células que 
hayan sido infectadas por virus o bacterias. Existen dos tipos de moléculas MHC: las de 
clase I, presentes de forma constitutiva en prácticamente todas las células nucleadas, e 
implicadas en la presentación antigénica a las células T citotóxicas (CD8
+
); y las de 
clase II expresadas sólo en células presentadoras de antígenos (células dendríticas, 
linfocitos B y macrófagos), y responsables de la presentación antigénica a las células T 
``Helper´´ (CD4
+
). En los trasplantes, el reconocimiento de las células del implante 
como propias o extrañas depende del complejo MHC, dado el gran polimorfismo de los 
diversos genes del mismo, determinando en gran medida el rechazo inmunológico. 
Estas reacciones inmunitarias tienen lugar tras el reconocimiento y presentación de las 
moléculas MHC del injerto a los linfocitos T del receptor, pudiendo darse mediante dos 
vías diferentes, la vía directa o indirecta (Gould y Auchincloss, 1999). La presentación 
directa implica el reconocimiento de las moléculas del MHC expresadas en el injerto 
por las células T del receptor, y la presentación indirecta implica el procesamiento de 
las moléculas del MHC del donante por parte de las células presentadoras de antígenos 
del receptor, y la presentación de los péptidos derivados de las moléculas del MHC del 
donante asociados al MHC del receptor, siendo presentados y reconocidos por los 
linfocitos T del receptor. Posteriormente en ambas vías de presentación antigénica, las 
células T se activan dando lugar a la liberación de citoquinas y mediadores 
inflamatorios, que en los trasplantes neurales provocan un incremento en la 
permeabilidad de la BHE y en consecuencia, una infiltración de las células T que junto 
con los macrófagos y la microglía activada contribuyen al rechazo inmunológico 
(Finsen y col., 1991; Hickey y col., 1991; Brevig y col., 2000; Biernacki y col., 2001; 
Liu y Li, 2010). Varios estudios muestran cómo tras realizar trasplantes neurales, tiene 
lugar un aumento en la expresión de las moléculas MHC I y II en los implantes y 
alrededor de los mismos en el tejido cerebral (Mason y col. 1986; Date y col.. 1988; 
Pollack y col.. 1990; Sloan y col. 1990; Finsen y col.. 1991; Wood y col. 1992; Isono y 
col.. 1993; Duan y col., 1993, 1995). Además, como era de esperar, se observan 
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reacciones de rechazo inmunitario más intensas en los xenotrasplantes que en los 
alotrasplantes (Finsen y col., 1991). Por otro lado, se ha descrito una mayor 
supervivencia de los xenoimplantes neurales trasplantados en el cerebro si se 
eliminaban tanto las moléculas del MHC I como las del MHC II del tejido implantado, 
poniendo de manifiesto la importancia del complejo MHC en el rechazo de los 
xenotrasplantes neurales (Duan y col., 2001).  
Existen evidencias que señalan que el rechazo de los xenoimplantes neurales está 
principalmente mediado por la interacción del complejo MHC y células T, siendo la vía 
indirecta la que desempeña un papel fundamental en el xenoreconocimiento neural (Chu 
y col., 1997; Chitilian y col., 1998). Concretamente, dentro de las poblaciones 
linfocitarias T, se ha mostrado la importancia de los linfocitos T ``Helper´´ CD4
+
 en los 
mecanismos de rechazo de los xenotrasplantes neurales. Varios trabajos exponen que la 
administración de anticuerpos monoclonales anti-CD4
+
, con los que se consigue reducir 
la población de células T CD4
+
 en los ratones trasplantados, induce la supervivencia de 
los xenoimplantes neurales en el cerebro, no obteniéndose los mismos efectos con la 
administración de anticuerpos monoclonales anti-CD8
+
 (Honey y col., 1991; Wood y 
col., 1996). Del mismo modo, experimentos de xenotrasplantes neurales muestran que 
en ratones deficientes del complejo MHCI la supervivencia de los xenoimplantes es 
prácticamente nula, siendo bastante más elevada en aquellos ratones deficientes del 
complejo MHCII (Duan y col., 2002).  
Por otro lado, hay que tener en cuenta que las reacciones inmunes en los xenotrasplantes 
y la inducción de la expresión de los antígenos MHC varían dependiendo de varios 
factores, como la elección de las especies de receptor y donante (disparidad genética 
entre ambos; Mason y col., 1986), la edad y el tipo del tejido donante (Zimmer y col., 
1988; Marion y col., 1990), la edad del receptor (Lund y col., 1987) y la localización 
donde se realice el xenotrasplante (Widner y Brundin, 1988; Sloan y col., 1990), 
además del trauma generado durante el proceso quirúrgico (Widner y Brundin, 1993).  
 
3.1. Terapia inmunosupresora con Ciclosporina 
En los últimos 20 años son muchos los estudios que han mostrado que el uso de 
ciclosporina como inmunosupresor determina una mayor supervivencia de los 
xenotrasplantes neurales, con mejor integridad del implante y reducción de la 
infiltración leucocitaria (Finsen y col., 1990; Pazkaban e Isacson, 1994; Pedersen y col., 
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1995; Honey y Shen, 1999; Duan y col., 2002; Khoo y col., 2011; Hovakimyan y col., 
2012). Este fármaco ha sido el más utilizado históricamente en terapias 
inmunosupresoras, ya que no presenta actividad citostática como es el caso de la 
azatioprina, inhibiendo específicamente la activación de las células T y evitando la 
proliferación leucocitaria sin producir leucopenia. 
La ciclosporina fue descubierta en 1970 por Jean Borel, la cual fue aislada del hongo 
Tolypocladium inflatum. Posteriormente se utilizó la fermentación de este hongo a gran 
escala para la producción de la ciclosporina A (CsA), que es su principal metabolito 
activo. La CsA es un polipéptido lipofílico cíclico de 11 aminoácidos, perteneciente al 
grupo de fármacos denominados inhibidores calcineurínicos, que inhibe 
específicamente la proliferación de las células T. Además, se ha demostrado que la CsA 
posee propiedades antiinflamatorias (Borel y col., 1977), lo que también es beneficioso 
en los trasplantes. La CsA una vez atraviesa la membrana plasmática de las células T, se 
une a la proteína citosólica ciclofilina (CyP, del inglés “cyclophilin”). Este complejo 
CsA-CyP se une e inhibe a la enzima calcineurina fosfatasa (CaN). La CaN es activada 
en las células T cuando los niveles de calcio (Ca
2+
) intracelular aumentan (hecho que 
ocurre cuando la célula T se activa), de modo que actúa desfosforilando la subunidad 
citoplasmática del factor de trascripción nuclear de las células T activadas (NFATc, del 
inglés ``nuclear  factor of activated T cells´´), permitiendo que migre al núcleo donde 
induce la trascripción de genes que codifican para varias citoquinas como la IL-2 o el  
IFN-γ, y otras moléculas como el ligando Fas, CD40 y CD25, todas implicadas en la 
proliferación y expansión clonal de las células T. Por tanto, la CsA inhibe la ruta CaN-
Ca
2+
 evitando la traslocación al núcleo del NFATc-calcineurina, lo cual tiene como 
resultado la inhibición de la activación de las células T (Figura 10; Matsuda y col., 
2000; Colombo y col., 2011).  
A nivel génico la CsA aparte de inhibir la expresión de la IL-2 e IFN-γ, también actúa 
sobre otras importantes citoquinas, tales como la IL-3, IL-4, o el TNF-α, fundamentales 
en la activación de los propios linfocitos T y, una vez secretadas, la de otros leucocitos 
como las células B y granulocitos. De hecho, aunque las células T son especialmente 
sensibles a la acción de este fármaco, las dianas moleculares del mismo se presentan en 
otros tipos celulares, de esta forma la CsA actúa en muchos tejidos, lo que explica 
alguno de los efectos secundarios que origina, destacando entre ellos la nefro y hepato 
toxicidad (Colombo y Ammirati, 2011).  
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Figura 10. Esquema del mecanismo de acción de la CsA. Ruta CaN-Ca2+ inhibida por la CsA 
impidiendo la traslocación al núcleo del NFATc, lo cual inhibe la activación y proliferación de las    
células T (Modificado Colombo y Ammirati, 2011). 
 
Existen varios protocolos de administración de la CsA en los trasplantes neurales en 
modelos murinos; que van desde la vía oral a la subcutánea (s.c) o intraperitoneal (i.p.), 
en concentraciones entre 10-30 mg/kg durante diferentes periodos de tiempo, y 
comenzando 2 o 3 días antes de la cirugía (Brundin y col., 1988; Finsen y col., 1988; 
Freeman y col., 1988; Pazkaban e Isacson, 1994; Isacson y col., 1995; Borlongan y col., 
1999; Honey y col., 1999; Emborg y col., 2008; Yuen y col., 2011; Hovakimyan y col., 
2012).  
Además del uso de la monoterapia con CsA en xenotrasplantes neurales se ha descrito el 
beneficio de la administración conjunta con glucocorticoides, consiguiendo mejorar la 
supervivencia de los implantes y disminuyendo la infiltración de los leucocitos 
(Pedersen y col., 1995 y 1997). Los glucocorticoides poseen propiedades 
antiinflamatorias e inmunosupresoras. Estos fármacos, inhiben la síntesis de citoquinas  
proinflamatorias como la IL-6, el IFN-γ y el TNF-α entre otras (Auphan y col., 1995; 
Hricik y col., 1994; Kunicka y col., 1993), además de reducir la expresión de moléculas 
de adhesión en condiciones inflamatorias (Cronstein y col., 1992; Stanimirovic y col., 
1994). El uso de glucocorticoides en la terapia combinada añadiría, frente a la 
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monoterapia con CsA, la acción antiinflamatoria necesaria para la superación del trauma 
quirúrgico inicial. Uno de los glucocorticoides que con frecuencia se utiliza es la 
prednisolona (Pred), metabolito activo de la prednisona, que una vez administrado 
atraviesa sin dificultad la membrana plasmática y se une a receptores citoplasmáticos 
específicos. Este complejo se transloca al núcleo e interacciona con regiones específicas 
del ADN activando o inhibiendo la expresión génica de diferentes citoquinas. La 
administración de la prednisolona y las dosis utilizadas en los trasplantes neurales de 
modelos murinos, consisten mayoritariamente en inyecciónes diarias (s.c. o i.p.) 
suministradas independientemente pero de forma simultánea con el fármaco 
inmunosupresor CsA, durante los primeros días tras haberse realizado la cirugía (3-10 
días), y en concentraciones entre 2-20 mg/kg (Pedersen y col., 1995 y 1997; Larsson y 
col., 2001; Wennberg y col., 2001). El hecho de no emplear este glucocorticoide una 
vez superada la inflamación inicial, se debe a los efectos adversos que produce, como 
una importante pérdida de peso (Duan y col., 1996). 
La limitación de los tiempos empleados tanto en la monoterapia de la CsA como con la 
administración conjunta de la prednisolona viene dada por la complicación que supone 
el manejo de los animales inmunosuprimidos en largos periodos de tiempo, ya que 
aumenta la probabilidad de padecer infecciones además de verse afectado el bienestar 
del animal. Todo ello nos plantea la necesidad de establecer un protocolo 
inmunosupresor a largo plazo que fuera compatible con el modelo animal de 
parkinsonismo crónico inducido por MPTP. 
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OBJETIVOS 
 
El objetivo general de la presente tesis fue realizar xenotrasplantes intraestriatales de 
CC de rata en un modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP en ratón. Este 
abordaje experimental permitiría el uso, como donante, de tejido carotídeo de diferentes 
especies, en ratones parkinsonianos receptores.  
 
Los objetivos específicos del trabajo fueron: 
 
1. Establecer un tratamiento inmunosupresor crónico que permita la supervivencia 
del xenotrasplante intraestriatal de CC de rata en ratón. 
 
2. Analizar los efectos del tratamiento inmunosupresor, establecido en el objetivo 
1, sobre el daño dopaminérgico inducido por la administración crónica de 
MPTP. 
 
3. Estudiar los efectos del tratamiento inmunosupresor, establecido en el objetivo 
1, sobre las alteraciones neuroinflamatorias inducidas por la administración 
crónica de MPTP. 
 
4. Evaluar la eficacia antiparkinsoniana del xenotrasplante de CC de rata en el 
raton parkinsoniano inmunodeprimido.  
 
5. Estudiar posibles acciones del trasplante de CC sobre los tipos celulares 
responsables de los fenómenos neuroinflamatorios inducidos por MPTP. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Animales de experimentación 
 
 
1.1. Mantenimiento y cuidados generales 
 
 
Para el desarrollo experimental de esta tesis doctoral se usaron ratas Wistar y ratones 
C57BL/6N. Los animales fueron suministrados por el Servicio de Producción y 
Experimentación Animal del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS) o por los 
Laboratorios Charles River (España), y se mantuvieron a temperatura constante          
(22 ± 1 ºC), en un ciclo alternante de luz-oscuridad de 12 horas, con libre acceso al 
alimento y al agua.  
Todas las intervenciones quirúrgicas se llevaron a cabo anestesiando a los animales 
mediante inyección intraperitoneal (i.p.) con 100 mg/kg de ketamina (Pfizer, EE.UU.) y 
10 mg/kg de xylacina (Bayer, Alemania). El sacrificio de los animales para la 
extracción de tejido se realizó mediante sobredosis de los anestésicos anteriormente 
mencionados (ketamina 200 mg/kg y xylacina 20 mg/kg). En todos los experimentos se 
siguieron las normas recogidas en la guía de cuidados animales de la Unión Europea 
(86/609/EEC), y todos los procedimientos experimentales realizados en este estudio han 
sido aprobados por el Comité Ético para la Investigación Animal del Hospital 
Universitario Virgen del Rocío. 
 
1.2.  Modelo de parkinsonismo inducido por la administración crónica 
de MPTP 
 
El modelo de parkinsonismo utilizado en esta tesis ha sido establecido anteriormente en 
el laboratorio (Muñoz-Manchado y col., 2016). El protocolo de administración de 
MPTP consistió en inyecciones s.c. de MPTP a 20 mg/kg, preparado a una 
concentración de 8,0 mg/ml en NaCl 0,9%, 3 veces por semana durante 3 meses. Para 
ello se utilizaron ratones macho de la cepa C57/BL6N de 8 semanas de edad. Como 
control se utilizaron ratones inyectados según su peso con la cantidad correspondiente 
de vehículo (NaCl 0,9%) en lugar de la solución de MPTP, a estos animales se les 
nombrará como salinos (SAL). La mayoría de los animales fueron sacrificados a los 3-4 
días después de la finalización de la administración de la neurotoxina. Salvo en algunos 
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casos que se dejaron un mayor tiempo de lavado del MPTP, con objeto de tener una 
mejor visualización de los terminales dopaminérgicos estriatales. 
 
1.3.  Protocolos de Inmunosupresión compatibles con el modelo de 
parkinsonismo inducido por administración crónica de MPTP 
 
Para llevar a cabo los estudios de inmunosupresión, se establecieron tres protocolos de 
administración de CsA y Pred, los cuales consistían en inyecciones s.c. independientes 
de CsA (15 mg/kg; Sigma, EE.UU.) y Pred (20 mg/kg; Sigma, EE.UU.) durante 5 
semanas. Ambos fármacos se prepararon a una concentración de 6-8 mg/ml 
respectivamente, para lo cual se disolvieron primero en una solución de etanol absoluto, 
y posteriormente se diluyeron en NaCl 0,9% (Sigma, EE.UU.) hasta alcanzar las 
concentraciones anteriormente indicadas en una solución salina al 25% de etanol 
(EtOH). En el caso de la CsA se facilitó su disolución calentando la solución final en el 
baño a 56ºC hasta que se volviera transparente. Para la disolución de la solución final de 
Pred, se realizaron 10 ciclos de sonicación con una duración de 20 segundos/ciclo 
(sonicador, SELECTA SANILABO S.L., España).  
Los tres protocolos de inmunosupresión desarrollados se diferenciaban en la frecuencia 
de la administración de la CsA y Pred, tal y como se describe a continuación: 
1) Protocolo severo (sev): inyecciones s.c. diarias de CsA y Pred.  
2) Protocolo intermedio (interm): inyecciones s.c. diarias de CsA y Pred durante 
las 3 primeras semanas, y en las dos semanas restantes del tratamiento 
inyecciones diarias alternando CsA y Pred.  
3) Protocolo leve: inyecciones s.c. diarias de CsA y Pred durante las 2 primeras 
semanas, la tercera semana se administran inyecciones diarias alternando CsA y 
Pred., y durante las dos semanas finales del tto se inyecta CsA 3 veces por 
semana (veáse Figura 17 de resultados).  
Como control se utilizaron ratones inyectados s.c. según su peso con la cantidad 
correspondiente de vehículo (solución salina al 25% de EtOH). A estos animales se les 
nombrará como vehículos (veh).  
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2. Xenotrasplantes intraestriatales de cuerpo carotídeo 
de rata  
 
A todos los ratones trasplantados se les suministró 15 mg/kg de CsA en una inyección 
s.c 3 horas antes de comenzar el procedimiento quirúrgico. Posteriormente fueron 
anestesiados como se indicó en el apartado 1.1. Una vez anestesiados los animales, se 
les administró una inyección intramuscular (i.m.) de penicilina (10000 U.I.; Penilevel 
106 U.I., Laboratorios ERN, España). La región dorsal de la cabeza del animal se rasuró 
y desinfectó con polividona yodada al 10% (Betadine, MEDA Pharma, España). A 
continuación, se realizó un corte longitudinal con el bisturí separando la piel de los 
laterales del cráneo. Seguidamente se procedió a la fijación de la cabeza del animal al 
instrumento estereotáxico (Stoelting, EE.UU.; Figura 11A) mediante unas barras 
laterales de sujeción extrauricular, además de fijar los incisivos superiores en un 
dispositivo horizontal (barra dental; Figura 11B), para conseguir una absoluta 
inmovilización de la cabeza del animal. Posteriormente, la aguja de inyección se colocó 
sobre los puntos de intersección de las suturas craneales Bregma y Lambda, 
posicionando ambos puntos en el mismo plano horizontal y empleando para ello el 
accesorio corrector de altura de la barra dental. Con objeto de nivelar el cráneo 
horizontalmente se colocó la aguja sobre Bregma, confirmando que dicho punto se 
encontraba sobre el mismo plano que dos puntos desplazados 2 mm lateralmente a 
derecha e izquierda de Bregma. Fijada apropiadamente la cabeza del animal en el 
aparato estereotáxico y tomando como referencia al punto Bregma, se establecieron las 
coordenadas de inyección: AP:+0,4; L:+2; DV:-3,5 mm, de acuerdo con el Atlas 
Franklin y Paxinos (1997; Figura 11C).  
El tejido utilizado para los trasplantes, CC, se extrajo y disecó a partir de los animales 
donantes (ratas Wistar de 1 mes de edad) previamente anestesiados. La extracción de la 
bifurcación carótida se realizó mediante una incisión ventral a la altura del cuello del 
animal, posteriormente se separó la piel y capa muscular presente hasta localizar la 
arteria carótida. A continuación se comprimió cada arteria con la ayuda de unas pinzas 
hemostáticas curvas y se procedió a la extracción de las bifurcaciones. Una vez 
extraídas, las bifurcaciones carotídeas se sumergieron en solución Tyrode 2Ca
+2
 1Mg
+2
 
[NaCl 140 mM, KCl 4,7 mM, CaCl2 x 2H2O 2 mM, MgCl2 x 6H2O 1 mM, HEPES 10 
mM, glucosa 5mM, piruvato 5mM, (Sigma, EE.UU.); pH 7,4], a 4ºC. Para sustraer el 
CC se fijaron las bifurcaciones carotídeas en la base de una placa de Petri, de 60 mm de 
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diámetro, con el fondo recubierto de Sylgard (Dow Corning Corporation, EE.UU.) y se 
disecó el CC en solución Tyrode 2Ca
+2
 1Mg
+2
 a 4ºC mediante el uso de pinzas y tijeras 
de iridectomía (World Precision Instruments, EE.UU.). Una vez disecado, el CC se 
seccionó en cuatro fragmentos de similares dimensiones, y éstos se depositaron en 
solución Tyrode 2Ca
+2
 1Mg
+2
 a 4ºC. Para evitar que los trozos de CC se quedaran 
adheridos a las paredes del material utilizado, todo plástico o vidrio empleado se puso 
en contacto con medio DMEM (GibcoBRL, Alemania) suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (GibcoBRL, Alemania).  
 
 
 
Figura 11. Sistema de estereotaxia utilizado para la realización de los trasplantes de cuerpo 
carotídeo en ratón. A. Instrumento estereotáxico usado para el trasplante intraestriatal, en el que la 
cabeza del animal queda fijada mediante unas barras laterales de sujeción extra auricular y una barra 
dental. B. Fotografía de un cerebro de ratón en  plano axial; SS indica la sutura sagital, CS indica la sutura 
craneal, B indica Bregma y L indica Lambda. C. Hemisección frontal del cerebro de ratón, acorde con el 
atlas de Franklin y Paxinos (1997), mostrando el lugar en el que se realizó el trasplante (rojo) en el 
estriado; las coordenadas estereotáxicas del implante, respecto a Bregma, fueron (en mm): anteroposterior 
(AP):+0,4; lateral (L):+2; dorsoventral (DV):-3,5. 
 
Los fragmentos de CC obtenidos se introdujeron mediante aspiración en una jeringa de 
2 μl de volumen con aguja de punta roma (Hamilton, EE.UU.) en un volumen final de 1 
μl  de Tyrode 2Ca+2 1Mg+2. El trasplante se realizó en las coordenadas anteriormente 
descritas. Una vez alcanzadas dichas coordenadas, y con objeto de eludir una posible 
compresión del tejido,  se profundizó la aguja 0,3 mm en el eje dorsoventral para volver 
1 minuto después a las mismas coordenadas e inyectar el volumen total de la jeringa. 
Tras 1 minuto de la inyección, la aguja se extrajo lentamente del cerebro. En el 
hemisferio control se introdujo 1 μl de solución Tyrode 2Ca+2 1Mg+2 siguiendo el 
mismo procedimiento experimental.  
La región intervenida quirúrgicamente se suturó con seda trenzada y posteriormente se 
desinfectó con solución de polividona. Finalmente y con objeto de evitar posibles 
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hipotermias tras la intervención quirúrgica, los animales trasplantados fueron dispuestos 
sobre una almohadilla eléctrica (Intersan S.A., España) durante 2 horas. 
 
3. Citometría de flujo 
 
Con objeto de analizar las poblaciones linfocitarias de aquellos ratones trasplantados y 
tratados con inmunosupresión o vehículo (controles), se les extrajo ~700 µl de sangre 
del ventrículo izquierdo con una aguja heparinizada (Heparina, 5000 U/ml; Applichem, 
Alemania). A estos ~700 µl de sangre periférica se les añadió el mismo volumen de 
PBS [137 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, (Sigma, EE.UU.)]. 
La muestra de sangre diluida se depositó sobre ~930 µl de Lymphocyte Separation 
Medium (LSM), (LSM 1077; PAA, The Cell Culture Company, Austria) cuya densidad 
es de 1,077 g/ml. Las muestras de sangre + LSM se centrifugaron a 516 g durante 25 
minutos a 20ºC, obteniéndose un gradiente de densidad de los diferentes componentes 
celulares de la sangre (Figura 12).  
 
 
 
Figura 12. Esquema de los diferentes gradientes de densidad obtenidos antes y después de la 
centrifugación de las muestras con la sangre diluida + LSM. 
 
Tras la centrifugación, se recogió la capa de las células leucocitarias mononucleares 
(monocitos y linfocitos), a la que se le añadió ~500 µl de PBS, centrifugándolo todo a  
290 g durante 10 minutos. A continuación, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el 
pellet de células, y de nuevo se volvió a repetir el mismo procedimiento. Finalmente, las 
células fueron resuspendidas en 1 ml de solución FACS [0.2% BSA (Sigma, 
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EE.UU.), 0.25% Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen, EE.UU.), 10 mM HEPES 
(Sigma EE.UU.), 5 mM EDTA (Biorad, EE.UU.) en 44 ml Medio Leibovitz´s L-15 
(Gibco, Alemania), y 4.5 ml H2Omq]. De estas células resuspendidas en FACS, 
tomamos 100 µl, a los cuales añadimos los anticuerpos conjugados con diferentes 
fluorocromos (Tabla 1), con la finalidad de marcar a la población total de células T 
(identificadas como CD3
+
), y dentro de ésta detectar a las subpoblaciones de los 
linfocitos ``Helper´´ (identificados como CD4
+
) y citotóxicos (identificados como 
CD8
+
). Las muestras se agitaron empleando el vórtex, y se incubaron con los 
anticuerpos durante 15 minutos en oscuridad a 20ºC. Posteriormente se añadieron 500 
µl de PBS y se centrifugó a 800 g durante 5 minutos, retiramos el sobrenadante y 
añadimos 300 µl de FACS, se agitaron nuevamente las muestras y fueron estudiadas en 
el citómetro de flujo BD LSR FORTESSA. Para el análisis de los datos se empleó el 
software FACS Diva versión 6.2, con el que se obtenía el número de eventos (células) 
en cada experimento y el porcentaje de linfocitos T pertenecientes a cada subpoblación 
celular marcada. Por tanto, partiendo del volumen de sangre periférica extraída y del 
número de células detectadas por el citómetro, se determinó el número absoluto de 
células leucocitarias mononucleares por µl de sangre periférica. Estos datos se expresan 
en porcentaje respecto al control, además de mostrar los porcentajes de los linfocitos T 
marcados respecto al total de las células mononucleares.  
 
Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la detección de las poblaciones linfocitarias T mediante citometría de 
flujo. 
 
 
 
ANTICUERPO 
 
FLUOROCROMO 
CONJUGADO 
 
DILUCIÓN 
 
REFERENCIA 
 
CASA 
COMERCIAL 
 
Monoclonal de 
ratón anti-CD3+ 
 
Alexa flúor 700 
 
1:50 
 
561388 
 
BD Pharmigen 
 
Monoclonal de 
ratón anti-CD4+ 
 
R-Ficoeritrina  
(R-PE) 
 
1:20 
 
M4PE-02MG 
 
Inmunostep 
 
Monoclonal de 
ratón anti-CD8+ 
 
Isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) 
 
1:20 
 
M8AF-05MG 
 
Inmunostep 
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4. Técnicas histológicas 
 
4.1. Procesamiento del tejido y corte 
 
Los animales previamente anestesiados (veáse punto 1.1) fueron perfundidos mediante 
infusión intracardiaca con PBS a 20ºC en primer lugar y después, para fijar el tejido, 
con paraformaldehído (Sigma, EE.UU.) al 4% en PBS a 4ºC, empleando una bomba de 
infusión automática (High Precision Multichanel Pump, ISMATEC, Suiza), a una 
velocidad de 9 ml/min. Seguidamente se llevó a cabo la extracción quirúrgica del tejido 
y se procedió a la post-fijación del mismo, sumergiendo al tejido en la misma solución 
fijadora en agitación a 4 ºC durante 12-16 horas. Posteriormente el tejido es lavado en 
PBS (Sigma, EE.UU.) a 4ºC durante 5 minutos. Los tejidos se sumergieron en una 
solución de sacarosa al 30% en PBS (Sigma, EE.UU.) para su crioprotección, hasta que 
el tejido descendía al fondo del tubo (24-30 horas). La inclusión se realizó en un 
criopreservante (OCT, Tissue Tek, Electrón Microscopy Sciences, EE.UU.) utilizando 
moldes de distinto tamaño según el tejido (Cryomold, Tissue Tek, Electrón Microscopy 
Sciences, EE.UU.). Los bloques obtenidos se conservaron a -80ºC hasta su corte, que se 
llevó a cabo utilizando un criostato (Leica, Alemania) mantenido a distintas 
temperaturas según el tejido (-25 y -28ºC para cerebro y bifurcaciones respectivamente). 
El cerebro se cortó en secciones de 30 μm que se recogieron en PBS a 4ºC. Los cortes 
que no iban a ser analizados inmediatamente se conservaron en solución de 
crioprotección [glicerol 30%, etilenglicol 30% (Sigma, EE.UU.), en PBS] a -20ºC.  
 
4.2. Inmunohistoquímica sobre secciones de criostato en flotación 
 
Para realizar la inmunohistoquímica de secciones de cerebro de 30 μm de grosor 
cortadas en criostato, se procedió siguiendo los pasos que se detallan a continuación: Se 
realizaron 2 lavados con las muestras de tejido, durante 5 minutos cada uno con PBS en 
placas de poliestireno de 6 pocillos con la ayuda de unas cestas (“Netwell”, 500 μm, 
Corning, EE.UU.). Después las secciones fueron sumergidas en PBTx 0,3% [137 mM 
NaCl, 3 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, Tritón X-100 0,3% (Sigma, 
EE.UU.)] durante 15 minutos para conseguir una mayor permeabilización. 
Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS durante 5 minutos y se procedió a la 
inactivación de la actividad de la peroxidasa endógena, mediante la incubación durante 
30 minutos a 4ºC en una solución de H2O2 (Fluka, Suiza) al 0,4% en PBS. Se realizaron 
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de nuevo 2 lavados con PBTx 0,1%, y a continuación se pasaron las rodajas a placas de 
poliestireno (Nunc, Dinamarca) de 12 pocillos donde se incubaron las secciones en 
solución de bloqueo [10% suero neonatal bovino (Gibco, España) y albúmina bovina 
(Sigma, EE.UU.) a 1mg/ml en PBTx 0,1%] durante 2 horas a 4ºC. El objeto de emplear 
esta solución es producir el bloqueo de las uniones inespecíficas del anticuerpo debido a 
la elevada concentración proteíca de la misma. Tras el bloqueo las secciones se 
incubaron entre 12 y 16 horas a 4ºC con el anticuerpo primario, diluido también en 
solución de bloqueo. A continuación, se realizan 4 lavados del anticuerpo primario en 
placas de poliestireno de 6 pocillos con PBTx 0,1%, de 10 minutos cada uno. 
Seguidamente las rodajas se incubaron con el anticuerpo secundario [kit Dako 
EnVision+Sytem-HRP (DAB), Dako, Dinamarca] durante 2 horas a 20ºC en placas de 
12 pocillos. Tras la incubación se lavó el anticuerpo secundario 4 veces durante 5 
minutos cada uno, en placas de poliestireno de 6 pocillos con PBTx 0,1%. Luego, los 
cortes se dispusieron en pocillos cóncavos de vidrio. Se preparó la solución de revelado 
con diaminobencidina siguiendo las instrucciones del fabricante [kit Dako 
EnVision+Sytem-HRP (DAB), Dako, Dinamarca]. La reacción fue detenida mediante 
varios lavados con PBS. 
Los anticuerpos primarios utilizados se indican en la tabla 2. Los anticuerpos 
secundarios anti-conejo y anti-ratón pertenecían al kit Dako EnVision+Sytem-HRP 
(Dako, Dinamarca).  
Para los anticuerpos que marcan los oligodendrocitos (MBP y CNPasa), antes de 
comenzar la inmunohistoquímica, se les realizó el desenmascaramiento antigénico, para 
lo cual las secciones fueron pretratadas con buffer citrato 10mM, pH 6,0, durante 20 
minutos a 65ºC. De igual modo se procedió  en la inmunofluorescencia, la cual será 
explicada a continuación. 
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en la detección inmunológica con DAB. 
 
4.3. Inmunofluorescencia sobre secciones de criostato 
 
La inmunofluorescencia en secciones de criostato se realizó siguiendo los mismos pasos 
que en la inmunohistoquímica (veáse punto 4.2), hasta la incubación con el anticuerpo 
primario (utilizando los anticuerpos 1º anti-TH
+
, anti-MBP
+
 y anti-CNPasa
+
; ver tabla 
2). Posteriormente se realizaron 4 lavados con PBTx 0,1% (10 minutos cada uno) y se 
procedió a incubar las rodajas con los anticuerpos secundarios durante 4 horas a 20ºC 
(tabla 3). A continuación, se lavaron 4 veces con PBTx 0,1% (5 minutos cada uno), 
seguidamente 2 lavados con PBS (5 minutos cada uno), y tras estos lavados se aplica el 
compuesto 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; BIOLINK, EE.UU.), el cual es un 
 
ANTICUERPO 1º 
 
ESPECIFICIDAD 
 
DILUCIÓN 
 
REFERENCIA 
CASA 
COMERCIAL 
 
Policlonal de conejo 
anti-TH+ (Tyrosine 
Hydroxylase) 
 
Células 
dopaminéricas  
 
1:1000 
 
NB 300-109 
 
Novus 
Biologicals 
 
Policlonal de conejo 
anti-GFAP+ (Glial 
Fibrillary Acidic 
Protein) 
 
 
Astrocitos 
 
 
1:500 
 
 
Z 0334 
 
 
Dako 
 
Policlonal de conejo 
anti-IBA1
+
 (Ionized 
Calcium Binding 
Adapter Molecule 1) 
 
 
Microglía 
 
 
1:500 
 
 
019-19741 
 
 
Rafer-Wako 
 
Monoclonal de ratón 
anti-MBP (Myelin Basic 
Protein) 
 
 
Oligodendrocitos 
 
 
1:30000 
 
 
MAB 1580 
 
 
Merck Millipore 
 
Monoclonal de ratón 
anti-CNPasa+ (2´,3´-
cyclic-Nucleotide 3´-
Phosphodiesterase) 
 
 
Oligodendrocitos 
 
 
1:1000 
 
 
Ab 6315 
 
 
ABCAM 
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marcador fluorescente nuclear, dando una coloración azul. Los cortes se incubaron con 
DAPI diluido a una concentración 1:1000 en PBS durante 10 minutos. Por último se 
realizaron 2 lavados con PBS (5 minutos cada uno). 
 
Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados en la inmunofluorescencia. 
 
4.4. Montaje de los cortes 
 
El montaje de las secciones a las que se les realizó inmunohistoquímica, se llevó a cabo 
utilizando una mezcla de glicerol al 50% en PBS-azida 0,02%. En cambio, para los 
cortes en los que se había realizado inmunofluorescencia se utilizó el medio específico 
para fluorescencia (Dako, Dinamarca). 
 
5. Técnicas de análisis histológico 
 
El análisis histológico se realizó con la ayuda de un microscopio con cámara acoplada 
(BX61-Olympus; con óptica UPlan FL, y cámara refrigerada DP70). 
 
5.1. Microscopía confocal 
 
Las secciones fluorescentes de los cerebros fueron examinadas usando un microscopio 
Confocal Leica TCS SP2 (Leica Microsystems, Exton, PA) con los objetivos 20x y 63x 
con glicerol. Posteriormente fueron analizadas con el software LCS Lite (Leica 
 
ANTICUERPO 2º 
 
FLUORÓFORO 
 
DILUCIÓN 
 
CASA COMERCIAL 
 
Policlonal de cabra anti conejo  
 
ALEXA 568 
 
1:400 
 
Invitrogen 
 
Policlonal de cabra anti ratón 
 
ALEXA 568 
 
1:500 
 
Invitrogen 
 
Policlonal de burro anti ratón 
 
ALEXA 488 
 
1:200 
 
Invitrogen 
 
Policlonal de cabra anti conejo 
 
Cy5 
 
1:500 
 
Jackson Inmunoresearch 
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Microsystems, Alemania). Las imágenes fueron adquiridas con un pinhole Airy 1. En 
determinadas secciones  cerebrales con el fin de estudiar con más detalle la distribución 
celular en el eje z, se realizó un z-stack de un total de 20 planos, siendo la distancia 
adquirida entre los mismos de  1,5 μm de grosor.  
 
5.2. Densitometría 
Para la estimación del grado de tinción de la inmunohistoquímica de TH (con la que se 
analizó la inervación estriatal), GFAP y MBP (en las que se estudió la reacción 
astroglial y oligodendroglial respectivamente en estriado y SNpc) se utilizaron medidas 
de densidad óptica. Para asegurar la homogeneidad de los datos los tiempos de revelado 
de la tinción inmunohistoquímica en todos los animales del mismo experimento y se 
tomaron microfotografías con las mismas condiciones de luz y tiempo de exposición. 
Las medidas de densidad óptica se realizaron mediante el programa “NIH Image J” 
(“National Institutes of Health”, versión 1.61). En la inmunohistoquímica de TH+ a los 
valores densitométricos obtenidos para el estriado se les restó como fondo el valor de la 
corteza cerebral, que no es inmunoreactiva para TH. En cambio, en las 
inmunohistoquímicas GFAP
+
/MBP
+
, debido a que el marcaje de ambos está presente en 
toda la rodaja, a los valores obtenidos tanto de estriado como de SNpc se les restó como 
fondo el valor de una rodaja de la región anatómica analizada, la cual fue incubada sin 
la presencia del anticuerpo 1º. 
En los experimentos en los que se estudió el efecto del tratamiento inmunosupresor en 
el modelo de parkinsonismo inducido por MPTP, para el análisis del estriado se 
utilizaron 3 cortes a distintos niveles respecto a Bregma: 1,10; 0,14 y -0,22 mm, según 
el atlas de Franklin y Paxinos (Franklin y Paxinos, 1997). En cada corte se halló el valor 
de densidad óptica del área de estriado delimitada por una circunferencia de 900 μm de 
diámetro situada en el centro de cada hemisferio. Para cada animal se calculó el valor 
medio de las 3 secciones. El análisis de la SNpc se realizó superponiendo las regiones 
cerebrales correspondientes a los niveles comprendidos entre -3,08 y -3,28 según el 
atlas de Franklin y Paxinos (1997), estudiando la zona donde la SNpc se encuentra 
separada de la VTA (del inglés ``ventral tegmental area´´) por el MT (núcleo terminal 
medial del sistema óptico accesorio), basándonos en el trabajo de Sauer (Sauer y col., 
1994). Se utilizaron 3 cortes, siendo las secciones anterior y posterior a la que posee el 
tracto medio las cuantificadas. Para cada animal se calculó el valor medio de las 3 
secciones. 
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En el análisis del estriado de los animales trasplantados con CC, el área estudiada se 
determinó a partir de una circunferencia de 900 μm de diámetro alrededor del trasplante, 
y se descartaron los valores obtenidos en el tejido implantado, mediante una 
circunferencia de 250 μm de diámetro. Por tanto, los valores densitométricos obtenidos 
se corresponden a la región comprendida entre ambas circunferencias. Dicho análisis se 
llevó a cabo tanto en el hemisferio trasplantado como en el hemisferio control. En total, 
se cuantificaron 3 cortes por cada animal: el que presentaba mayor tamaño de trasplante 
y los que se encontraban a ± 90 μm de éste en el eje anteroposterior.  
 
5.3. Técnicas estereológicas 
 
La cuantificación no sesgada del número de células, área, y volumen, en distintos 
experimentos realizados en esta tesis, se llevó a cabo mediante técnicas estereológicas. 
Dichas técnicas se aplicaron utilizando el sistema ``Visiopharm Integrator System´´ 
(Olympus, Dinamarca). 
 
5.3.1. Estimación de volumen: Método de Cavalieri 
 
Para estimar el volumen se aplicó el “principio de Cavalieri” (Cavalieri, 1966), según el 
cual el volumen de un objeto puede ser estimado a partir de secciones paralelas 
separadas por una distancia conocida (t). Por lo que siendo conocida esta distancia de 
separación y obteniendo el área de cada sección, se puede calcular el volumen total del 
órgano. Para calcular el área de cada sección (Ai), a éstas se les coloca de forma 
aleatoria una retícula de puntos, en las que cada uno de los puntos conlleva un área 
asociada [a(p)] determinada (Figura 13A). De esta forma el área de cada sección es 
simplemente el número total de puntos multiplicados por el área asociada al punto: 
 
Ai = a(p) . Σ P 
 
El volumen de cada sección es por tanto este área (Ai) por el valor de la distancia de 
separación (t) 
Vi = Ai . ti 
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Por lo que, el volumen total de un objeto que cumpla estas condiciones será el 
sumatorio de los volúmenes de cada sección: 
V = Ai + Aj + Ak+ ….. + Az 
Así que al ser la distancia de separación (t) en todas las secciones, el volumen total del 
objeto en cuestión se puede estimar a partir de la siguiente fórmula:                                                                   
                                              
Volumen= t . a(p) . Σ P 
 
donde t = grosor de las secciones; a(p) = área asociada al punto; Σ P = número total de 
puntos incluidos en el tejido en estudio. 
 
5.3.1.1. Análisis del volumen de cuerpo carotídeo trasplantado 
 
Para determinar el volumen de CC trasplantado se aplicó el método de Cavalieri 
anteriormente explicado, en secciones coronales de cerebros de 30 μm de grosor teñidos 
mediante inmunohistoquímica de TH. Para ello, se utilizó una retícula de puntos con un 
a(p) = 557,1 μm2, lanzada aleatoriamente por el sistema estereológico en todas las 
secciones analizadas. 
 
5.3.2. Cuantificación del número de células: Disector óptico 
Con objeto de  cuantificar el número de células se utilizó la técnica estereológica del 
disector óptico (West, 1993). Para ello en la zona de tejido que se quería cuantificar, se 
realizó un muestreo aleatorio utilizando disectores ópticos de un tamaño determinado 
según sea el tipo celular. Para asegurar el buen estado histológico de las zonas 
analizadas se excluyeron 5 m en ambas superficies de cada sección, correspondientes a 
la superficie de la sección en la que se produce el corte histológico.  
 
5.3.2.1. Cuantificación del número de neuronas de la SNpc 
Las células de la SNpc marcadas mediante inmunohistoquímica para TH
+
 en secciones 
de criostato de 30 μm de grosor, fueron cuantificadas estereológicamente mediante un 
muestreo aleatorio de disectores ópticos de 135476 μm3 (Figura 13B). Se analizó la 
región de la SNpc comprendida entre -3,08 y -3,28 mm en el eje anteroposterior 
respecto a Bregma, según el atlas de Franklin y Paxinos (Franklin y Paxinos, 1997). 
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Para ello se utilizaron 5 cortes, siendo las 2 secciones anteriores y las 2 posteriores a la 
que posee el tracto medio las cuantificadas. 
El volumen completo de la SN se estimó de acuerdo al principio de Cavalieri 
anteriormente descrito (ver apartado 5.3.1., Figura 13A). 
 
 
Figura 13. Estimación del volumen y cuantificación del número de neuronas TH
+
 de la SNpc 
mediante el principio de Cavalieri y el disector óptico. A. Inmunohistoquímica de TH en un corte a 
nivel del mesencéfalo mostrando las células dopaminérgicas de la SN. El área analizada, delimitada con 
la línea roja, se calculó según el principio de Cavalieri, mediante la retícula de cruces (ver texto). B. A 
mayor aumento se observa el tamaño del disector usado para contar las células. Los disectores eran 
repartidos al azar por todo el área mediante el sistema ``Visiopharm Integrator System´´. 
 
5.3.2.2. Cuantificación del número de oligodendrocitos en el Estriado en los 
animales trasplantados con CC 
 
Para la estimación del número de los oligodendrocitos en el estriado se realizó un 
muestreo aleatorio de disectores de tamaño 338823,6 μm3 en  la zona circundante al 
trasplante de forma similar a la utilizada en el apartado 5.2. Se cuantificaron 3 cortes 
por cada animal: el que presentaba mayor tamaño de trasplante y los que se encontraban 
a ± 180 μm de éste en el eje anteroposterior. 
 
5.3.3. Cuantificación del número y volumen del soma de las células microgliales en 
el Estriado y SNpc 
 
La estimación del número de células microgliales se llevó a cabo mediante muestreo 
aleatorio de disectores ópticos de tamaño 338823,6 μm3 para el estriado, y de 254494,2 
μm3 para la SNpc, procediendo tal y como se describe en el apartado 5.3.2.   
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Debido a los cambios morfológicos que sufre la microglía cuando se activa, 
determinamos medir el volumen del soma microglial usando la técnica estereológica del 
rotador vertical (Tandrup y col., 1997). Un método estereológico por el cual el volumen 
celular se infiere a partir de la intersección de los límites de la célula respecto a 2 planos 
imaginarios dispuestos de forma aleatoria perpendicularmente entre sí (Figura 14).  
 
 
 
 
Figura 14. Estimación del volumen de las células 
microgliales (μm3) mediante el método 
estereológico rotador vertical. Método de rotador 
vertical, según el cual a partir de la intersección entre 
el centro y los límites de la célula respecto a las dos 
líneas dispuestas aleatoriamente perpendiculares 
entre sí (representados por líneas azules). El volumen 
celular lo infiere el sistema a partir de la intersección 
de estos planos con la célula.  
 
 
 
5.3.4. Estudio de varicosidades dopaminérgicas (TH
+
) en el Estriado  
Para medir la inervación estriatal, además de las medidas densitométricas anteriormente 
descritas, se realizó la cuantificación estereológica de las varicosidades TH
+
 en el 
estriado, con objeto de obtener un valor más preciso de la medida. Para ello se usó la 
técnica estereológica del disector óptico.  
En los animales trasplantados con CC se midió el área circundante al trasplante de 
forma similar a la utilizada en la cuantificación densitométrica (veáse apartado 5.2.). 
Así, se trazó una circunferencia de 900 μm de diámetro alrededor del trasplante y otra 
de menor diámetro (250 μm) rodeando al tejido implantado. El área analizada fue la 
comprendida entre las dos circunferencias (Figura 15A). Dicho análisis se llevó a cabo 
tanto en el hemisferio trasplantado como en el hemisferio control. El tamaño del 
disector óptico fue de 2280 μm3 (Figura 15B), y se calculó el número de varicosidades 
en referencia al volumen de estriado analizado. Se analizaron los mismos cortes que en 
el apartado 5.2. 
En los animales no trasplantados, se analizó únicamente una circunferencia de 900 μm 
de diámetro localizada en la región central del estriado, procediendo al muestreo de la 
misma tal y como se describe en el apartado 5.2. 
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Figura 15. Cuantificación de varicosidades TH
+
 en el estriado de animales trasplantados con CC. A. 
Inmunohiostoquímica de TH en un corte coronal de estriado mostrando el área analizada para la 
cuantificación de varicosidades TH+, comprendida entre las dos circunferencias de puntos discontinuos.  
En B se muestra a mayor aumento el recuadro blanco indicado en A, mostrando el disector utilizado para 
cuantificar las varicosidades mediante el sistema ``Visiopharm Integrator System´´. 
 
6. Análisis estadístico. 
El análisis estadístico de los datos fue realizado mediante el programa SigmaPlot 12.2 
(Systat Sofware Inc., EE.UU.). Los valores se expresaron como media ± error estándar 
de la media (e.e.m). 
Para llevar a cabo el análisis de los datos se aplicó el test “t de Student” cuando se 
compararon dos grupos independientes. Y cuando se trabajó con más de dos grupos, se 
utilizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de Bonferroni. Las 
diferencias obtenidas se consideraron significativas cuando el nivel de significación (p) 
fue ≤ 0,05. 
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RESULTADOS 
 
1. Protocolo de inmunosupresión 
 
Dado que el objetivo general de esta tesis ha sido la realización de xenotrasplantes de 
CC de rata en el estriado de ratón, y debido a las discrepancias antes descritas sobre el 
rechazo inmunológico en el SNC (veáse punto 3 de Introducción), se llevó a cabo un 
primer estudio piloto con objeto de comprobar la existencia de dicho rechazo. Para ello 
se realizaron xenotrasplantes intraestriatales de CC de rata en ratones receptores (n=3), 
y como controles trasplantes de CC de ratón en ratones receptores (n=3) y de CC de rata 
en ratas receptoras (n=3). La supervivencia del tejido carotídeo trasplantado se analizó a 
las 5 semanas tras el implante mediante inmunohistoquímica usando la TH como 
marcador de las células glómicas. Como se indica en la Figura 16A, todos los 
xenotrasplantes mostraron claros signos de rechazo inmunológico. Sin embargo, los 
trasplantes intraespecies de rata y ratón presentaban el característico fenotipo TH
+
 del 
CC, con numerosos glomérulos de células glómicas (Figura 16B, C). Estos resultados, 
mostraron claramente la necesidad de establecer un protocolo de inmunosupresión que 
permita la supervivencia de los xenotrasplantes estriatales de CC. 
 
 
 
Figura 16. Trasplantes intraestriatales de CC. Microfotografías de cortes coronales de estriado teñidos 
mediante inmunohistoquímica de TH mostrando el trasplante intraestratal de CC de: rata en ratón (A), de 
ratón en ratón (B) y de rata en rata (C). Los xenotrasplantes mostraron claros signos de rechazo 
inmunológico (A), hecho que no ocurre en los trasplantes intraespecies de ratón (B) y rata (C). En cada 
caso (n=3) los animales trasplantados con CC se perfundieron a las 5 semanas del implante. 
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1.1. Determinación de la pauta de inmunosupresión 
 
Tal y como se ha explicado previamente en la introducción, se han descrito en la 
literatura diversos tratamientos inmunosupresores con objeto de favorecer la 
supervivencia de xenotrasplantes intracerebrales. Mayoritariamente se emplea la CsA, 
en concentraciones que se sitúan en el rango de 10-30 mg/kg; y, con frecuencia, se 
utiliza además el glucocorticoide prednisolona, a dosis entre 2-20 mg/kg (veáse punto 3 
de introducción), ambos con administración tanto i.p. como s.c. Sin embargo, la 
mayoría de estos tratamientos han sido llevados a cabo en periodos cortos de tiempo, 
llegando como máximo a los 2 meses. La falta de tratamientos crónicos de 
inmunosupresión en ratón probablemente se debe al hecho de que es complicado el 
manejo de estos animales inmunosuprimidos durante largos periodos de tiempo, ya que 
se incrementa la probabilidad de padecer infecciones, comprometiéndose la 
supervivencia y bienestar de los animales. Además, en nuestro caso, los animales sufren 
un estrés adicional por la necesaria administración repetida de la neurotoxina MPTP. 
Por tanto, en el laboratorio existía la necesidad de desarrollar un protocolo 
inmunosupresor a largo plazo, que permitiera evaluar los efectos antiparkinsonianos de 
los xenotrasplantes de CC en el modelo crónico de parkinsonismo inducido por MPTP 
(Muñoz-Manchado y col., 2016). En este sentido, dicho protocolo tendría que garantizar 
la integridad del trasplante y la supervivencia del animal receptor durante un tiempo de 
entre 3 y 5 meses, dependiendo del diseño experimental. Con estas premisas, se abordó 
el desarrollo de una pauta de administración de inmunosupresores que minimizara el 
número de inyecciones. Para ello, basándonos en las publicaciones antes descritas, se 
analizaron 3 protocolos diferentes en los que se utilizaban inyecciones s.c. 
independientes de CsA a 15mg/kg y prednisolona a 20 mg/kg durante las 5 semanas que 
se mantuvieron los trasplantes; con una dosis de CsA 2-4 h previa al implante 
continuando con la pauta el día siguiente (Figura 17). Estos protocolos fueron los 
siguientes: i) Tratamiento Severo (inyecciones diarias de CsA y Pred), ii) Tratamiento 
Intermedio (inyecciones diarias de CsA y prednisolona durante las 3 primeras semanas, 
y en las dos semanas restantes se administran CsA o prednisolona en días alternos), y 
iii) Tratamiento Leve (inyecciones diarias de CsA y prednisolona durante las 2 primeras 
semanas, en la tercera semana se administran CsA o prednisolona en días alternos, y las 
dos semanas restantes se inyecta CsA 3 veces por semana). 
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Figura 17. Esquema de los diferentes protocolos de inmunosupresión. A. Tratamiento Severo B. 
Tratamiento Intermedio. C. Tratamiento Leve. Se indican los momentos del trasplante y sacrificio, así 
como el rango temporal. En distintos colores se representan las diferentes pautas de administración: Rojo, 
inyecciones diarias independientes de Ciclosporina A (CsA) y Prednisolona (Pred); Azul, inyección de 
CsA o Pred en días alternos; Verde, inyección de CsA 3 veces por semana. En todos los casos las 
inyecciones son subcutáneas (s.c.) y a concentraciones de 15 mg/kg para CsA y de 20 mg/kg para Pred.  
 
1.1.1. Supervivencia y estado general de los animales inmunosuprimidos 
 
Establecidos los protocolos de inmunosupresión, se procedió a analizar el efecto de los 
mismos sobre la supervivencia y el peso de los animales durante las 5 semanas de 
tratamiento. Para ello se realizaron xenotrasplantes de CC de rata en ratón (n=9 para 
cada caso), y como controles se trataron animales con la solución vehículo (veh; 25% 
Etanol en solución salina; n=11). Los animales fueron supervisados diariamente con 
control cuantitativo de peso y cualitativo del estado general (aspecto, motilidad e 
ingesta).  
Como se muestra en la figura 18A, durante las dos primeras semanas no se compromete 
la supervivencia de los animales trasplantados y tratados con los diferentes protocolos. 
Sin embargo, a partir de la 3ª semana se afecta la supervivencia del grupo sometido al 
tratamiento inmunosupresor severo (8/9, animales vivos/animales iniciales), la cual 
disminuyó en la 4ª y 5ª semana (6/9). El tratamiento inmunosupresor intermedio, mostró 
una supervivencia similar con mortalidad a partir de la 4ª semana (8/9 en la 4ª semana; 
6/9 en la 5ª semana). En cambio, en los animales sometidos al tratamiento 
inmunosupresor leve sólo se observó un deceso (8/9) y ninguno en el grupo control 
(11/11).  
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Tras el análisis de los pesos de los ratones trasplantados e inmunodeprimidos (Figura 
18B), se observó una disminución paulatina en todos los grupos experimentales durante 
las 4 primeras semanas de tratamiento. No obstante, a partir de la 4ª semana los ratones 
sometidos al tratamiento leve aumentaron ligeramente de peso (2,31% del peso medio 
de la semana anterior), mientras que los animales sometidos a tratamiento intermedio o 
severo sufrieron una caída drástica (respectivamente, -6,14% y -24,65% del peso medio 
de la semana anterior). En el caso de los controles, los animales experimentan el normal 
incremento de peso con el tiempo. 
Además de los datos cuantitativos antes mencionados, cualitativamente también se 
observó que numerosos animales tratados con el protocolo inmunosupresor severo o 
intermedio disminuyeron su actividad locomotora y la ingesta de comida y agua. De 
hecho, en estos casos, se colocaban hidrogel y pienso dentro de la jaula para favorecer 
la alimentación e hidratación de los ratones. En ningún caso, fue necesario adoptar estas 
medidas para los animales sometidos al tratamiento leve. 
 
 
Figura 18. Supervivencia y peso de los ratones trasplantados con CC de rata sometidos a los 
diferentes tratamientos inmunosupresores. A. Curvas de Kaplan Meier mostrando la probabilidad de 
supervivencia de los ratones con xenotrasplantes de CC de rata tratados con los distintos protocolos de 
inmunosupresión, o con el vehículo durante las 5 semanas de tratamiento. B. Peso medio semanal de los 
mismos animales que en A, expresado como el porcentaje respecto al peso de cada grupo al inicio del 
tratamiento. Nótese como en los tratamientos severo e intermedio tanto la supervivencia (A) como el peso 
(B), sufre una drástica caída al final del mismo, a diferencia de los sometidos a tratamiento leve, los 
cuales se estabilizan y aumentan ligeramente de peso en la última semana. En distintos colores se 
representan los diferentes protocolos de inmunosupresión: Morado, vehículo (control); Verde, tratamiento 
leve (Tto. Leve); Azul, tratamiento intermedio (Tto. Intermedio); Rojo, tratamiento severo (Tto. Severo). 
(Al inicio del tratamiento inmunosupresor: Vehículo, n=11; Tto. Severo, Intermedio y Leve, n=9; Tras 
finalizar el tratamiento inmunosupresor: Vehículo, n=11; Tto. Severo e Intermedio, n=6; Tto. Leve, n=8). 
** p< 0,01; *** p< 0,001, ANOVA. 
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1.1.2. Estudio de los linfocitos T en los animales inmunosuprimidos 
 
Aunque queda fuera del objeto de esta tesis el análisis detallado de la respuesta inmune 
a las diferentes pautas de inmunosupresión; para objetivar algún marcador biológico de 
la acción de los inmunosupresores, especialmente la CsA, se procedió a estudiar 
mediante citometría de flujo la población de linfocitos T (identificados como CD3
+
; 
Figura 19). Dentro de los mismos se analizaron también las subpoblaciones linfocitarias 
T “Helper” (identificados como CD4+) y T citotóxicos (identificados como CD8+), ver 
Figura 20. Todos los ensayos se realizaron a partir de muestras de sangre periférica de 
los ratones xenotrasplantados y tratados con los distintos protocolos inmunosupresores, 
vehículo (control), y de los animales no tratados (n=3 para cada caso). Debido a que no 
existían diferencias significativas entre los animales tratados con vehículo y los no 
tratados, en las representaciones gráficas se muestra como control el valor medio de los 
porcentajes linfocitarios de los animales con vehículo. El estudio se realizó a distintos 
periodos de tiempo 2, 7, 14 días (en los que el protocolo inmunosupresor es común para 
los 3 tratamientos: severo, intermedio y leve) y a los 35 días cuando los 3 protocolos 
inmunosupresores son diferentes (Figuras 19 y 20).  
Respecto al análisis de la población linfocitaria T dentro de la muestra monocítica 
aislada, en la Figura 19A se muestran cuatro “dot plots” de citometría representativos de 
los diferentes tratamientos inmunosupresores a los 35 días. La cuantificación de los 
datos obtenidos por citometría muestra como el tratamiento inmunosupresor severo 
propicia una importante caída del número total de leucocitos mononucleares (Figura 
19B). Esta disminución ocurre desde el inicio del tratamiento (8,92 ± 1,12% del control 
a los 2 días), y se mantiene durante los 7 y 14 días (respectivamente 9,22 ± 1,74% y 
7,17 ± 0,79%). A los 35 días de tratamiento la disminución de leucocitos mononucleares 
sigue siendo significativa aunque algo menor (14,8 ± 1,77%), este decremento se hace 
menos ostensible en el caso de los tratamientos inmunosupresores más suaves (35,71 ± 
3,89% en el tratamiento intermedio y 51,20 ± 5,98% en el tratamiento leve). El curso 
temporal y porcentajes de disminución de los linfocitos T por la inmunosupresión 
(Figura 19C) es casi superponible al anteriormente descrito para el total de leucocitos 
mononucleares. Alcanzado con el tratamiento severo unos valores respecto al control de 
10,15 ± 1,92% (2 días); 4,96 ± 0,78% (7 días); 4,43 ± 1,05% (14 días) y 9,43 ± 2,24% 
(35 días). Del mismo modo, los linfocitos T en los animales sometidos a 
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inmunosupresión intermedia y leve, no decrecen tanto (respectivamente 19,75 ± 3,71% 
y 31,87 ± 4,56%; Figura 19C).  
Además se analizó si el porcentaje de linfocitos T respecto a los leucocitos 
mononucleares aislados varía con el tratamiento inmunosupresor (Figura 19D). Al 
inicio del procedimiento experimental (2 días) no se observan diferencias entre el 
porcentaje linfocitario T de los animales controles e inmunosuprimidos 
(respectivamente 38,1 ± 4,07% y 45,36 ± 5,27% de total). No obstante,  a partir de los 7 
días de tratamiento, los datos reflejan una disminución significativa del porcentaje de 
linfocitos T en los ratones sometidos a la pauta inmunosupresora severa (20,9 ± 1,25%). 
Esta bajada se mantiene tanto a los 14 como a los 35 días (respectivamente 23,96 ± 
5,6% y 21 ± 2,08%). Igualmente, en los animales tratados con las pautas 
inmunosupresoras intermedia y leve, la bajada linfocitaria es similar no observándose 
diferencias significativas entre las mismas (respectivamente 23,7 ± 4,97% y              
25,4 ± 3,93 %; Figura 19D).  
Por otro lado, tal y como se indica en la Figura 20B, no se observaron diferencias entre 
el porcentaje de linfocitos T “Helper” de los animales controles y los sometidos a 
inmunosupresión severa tras 2 días de tratamiento (respectivamente 53,13 ± 2,27% y 
60,76 ± 0,94%  del total de linfocitos T). Sin embargo, los datos reflejan una reducción 
significativa de este porcentaje tras 7 días de tratamiento inmunosupresor (14,53 ± 
5,34%), siendo aún más drástica dicha caída a los 14 días (3,67 ± 1,30%). Finalizados 
los 35 días de tratamiento, en los animales sometidos a los protocolos de 
inmunosupresión ya diferenciados (severo, intermedio y leve), se mantuvo la acusada 
bajada del porcentaje de linfocitos ``Helper´´, aunque tanto en aquellos con tratamiento 
intermedio como con el leve se mostraron niveles superiores (respectivamente 9,23 ± 
1,03%; 7,43 ± 1,76%), a los observados en los animales sometidos al tratamiento severo 
(4,83 ± 0,37%). En contraste con los datos obtenidos sobre los linfocitos T ``Helper´´, al 
analizar el porcentaje de linfocitos T citotóxicos no se observaron diferencias 
significativas en ninguno de los grupos experimentales a los distintos tiempos 
estudiados (Figura 20C). 
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Figura 19. Análisis mediante citometría de flujo de los leucocitos mononucleares y de los linfocitos 
T en los ratones trasplantados con CC de rata y tratados con los distintos protocolos de 
inmunosupresión. A. “Dot plots” de citometría representativos de los leucocitos mononucleares aislados 
(Leuc. mon.), de entre los mismos se indican los linfocitos T (Linf. T; señalados en morado), a partir de 
muestras de sangre periférica de los animales xenotrasplantados y sometidos durante 35 días a tratamiento 
con vehículo (controles), y con las diferentes pautas de inmunosupresión: Tratamiento Severo (Tto. Sev); 
Tratamiento Intermedio (Tto. Interm); y Tratamiento leve (Tto. Lev). Los Linf. T se identificaron con el 
anticuerpo anti-CD3+ conjugado con el fluoróforo Alexa Flúor 700, cuya intensidad de fluorescencia se 
representa en el eje de abscisas. En el eje de ordenadas se representa la intensidad de la señal fluorescente 
de la aloficocianina (APC; cuyo espectro de emisión es a 620 nm), la cual es neutra, ya que las células 
sólo se marcaron con Alexa-700, y el leve marcaje obtenido con APC se debe a la propia 
autofluorescencia de las células. B y C. Porcentaje de los leuc. mon. (B) y de los Linf. T (C) respecto al 
control, tras 2, 7, 14 y 35 días de tratamiento en los animales xenotrasplantados sometidos a la 
administración de vehículo (controles., Morado), y de las diferentes pautas inmunosupresoras: Tto. Sev 
(Rojo); Tto. Interm (Azul); y Tto. Lev (Verde). D. Porcentaje de Linf. T respecto a los leuc. mon., tras 2, 
7, 14 y 35 días de tratamiento en los mismos grupos animales mostrados en B y C. En cada caso n=3; 
n.s.= no significativo; * p< 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001, t-student a los 2, 7 y 14 días y ANOVA a los 
35 días. 
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Figura 20. Análisis mediante citometría de flujo de los linfocitos T ``Helper´´ y citotóxicos en los 
ratones trasplantados con CC de rata y tratados con los distintos protocolos de inmunosupresión. 
A. “Dot plots” de citometría representativos de las células ``Helper´´ (mostradas en azul) y citotóxicas 
(citotox.; indicadas en naranja) respecto a la población linfocitaria T (Linf. T) total, a partir de muestras 
de sangre periférica de los animales xenotrasplantados y tratados durante 35 días con vehículo (controles), 
y con las diferentes pautas de inmunosupresión: Tratamiento Severo (Tto. Sev); Tratamiento Intermedio 
(Tto. Interm); y Tratamiento Leve (Tto. Lev). Los Linf. T “Helper” se identificaron con el anticuerpo 
anti-CD4+ conjugado con el fluoróforo ficoeritrina (PE) representando la intensidad de fluorescencia del 
mismo en el eje de ordenadas; y los Linf. T citotox. con el anticuerpo anti-CD8+ conjugado con el 
fluoróforo isotiocianato de fluoresceína (FITC) cuya intensidad de fluorescencia se representa en el eje de 
abcisas. B y C. Porcentaje de Linf. T ``Helper´´ (B) y citotox. (C) respecto a los Linf. T totales tras 2, 7, 
14 y 35 días de tratamiento, en los animales xenotrasplantados sometidos a la administración de vehículo 
(controles., Morado), y de las diferentes pautas inmunosupresoras: Tto. Sev (Rojo); Tto. Interm (Azul); y 
Tto. Lev (Verde). En cada caso n=3; n.s.= no significativo; * p< 0,05; *** p< 0,001, t-student a los 2, 7 y 
14 días y ANOVA a los 35 días. 
 
 
 
 
65 
 
1.1.3. Supervivencia de los xenotrasplantes intraestriatales de CC en los animales 
inmunosuprimidos  
 
Una vez analizadas la supervivencia y bienestar animal, y la población linfocitaria T de 
los ratones inmunosuprimidos y trasplantados con CC de rata, se procedió a estudiar la 
supervivencia de estos xenoimplantes en cada una de las diferentes pautas 
inmunosupresoras (severa, intermedia y leve; Figura 21). Para ello, tras la realización de 
los xenotrasplantes, los ratones fueron sometidos a los distintos tratamientos de 
inmunosupresión durante 5 semanas (n=6 para los animales con el tratamiento 
inmunosupresor severo e intermedio; y n=8 para aquellos sometidos a tratamiento leve). 
Como controles se trataron animales con la solución vehículo (n=11). Tras la 
finalización del periodo experimental, se realizó el correspondiente procesado 
histológico de los cerebros mediante inmunohistoquímica para TH, con objeto de 
marcar a las células glómicas o tipo I del CC. 
Tal y como se muestra en la Figura 21A, se observó que el CC trasplantado en los 
animales controles había sido rechazado en la mayoría de los casos (2/11, trasplantes 
vivos/trasplantes totales), mientras que en aquellos sometidos a los diferentes protocolos 
de inmunosupresión el xenotrasplante carotídeo sobrevivía en todos los animales 
analizados (6/6, en ratones trasplantados con tratamiento severo e intermedio; y 8/8, en 
ratones trasplantados con tratamiento leve). Además, los xenoimplantes de los animales 
inmunosuprimidos presentaban el característico fenotipo del CC, con numerosos 
glomérulos de células TH
+
, lo que indicaba la correcta integridad del tejido. Con objeto 
de determinar si existían diferencias cuantitativas en la supervivencia del xenoimplante 
entre los 3 protocolos inmunosupresores, se llevó a cabo el análisis estereológico del 
CC trasplantado, obteniendo volúmenes similares del xenotrasplante entre los distintos 
tratamientos, y sólo siendo significativa la diferencia del volumen del CC trasplantado 
de los 3 protocolos respecto al del control (Figura 21C).  
En base a la supervivencia de los ratones trasplantados e inmunosuprimidos y la 
ausencia de rechazo del trasplante, se eligió el protocolo de inmunosupresión leve como 
el más adecuado para estudiar los efectos de los xenotrasplantes de CC en el modelo 
crónico de parkinsonismo inducido por MPTP (Muñoz-Manchado y col., 2016), ya que 
es el que proporciona una mejor supervivencia del animal receptor sin rechazo del 
xenotrasplante a largo plazo. Por ello, de aquí en adelante en esta tesis cuando se 
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mencione la inmunosupresión de los animales nos referiremos al tratamiento de 
inmunosupresión leve. 
 
 
 
Figura 21. Xenotrasplantes intraestriatales de CC de rata en ratones sometidos a los diferentes 
tratamientos de inmunosupresión. A. Microfotografías representativas de cortes coronales de estriado 
teñidos mediante inmunohistoquímica de TH, mostrando los xenotrasplantes intraestriatales de CC de los 
animales trasplantados y tratados con vehículo (control), y con los distintos protocolos de 
inmunosupresión durante 5 semanas desde el implante: Tratamiento Severo (Tto. Sev); Tratamiento 
Intermedio (Tto. Interm); y Tratamiento Leve (Tto. Lev). B y C. Análisis de la supervivencia del 
xenotrasplante (B) y del volumen del CC implantado (µm3; C) en los mismos animales mostrados en A. 
En distintos colores se representan los diferentes protocolos de inmunosupresión: Morado, control; Rojo, 
Tto. Sev; Azul, Tto. Interm y Verde, Tto. Lev. Entre paréntesis el número de animales de cada grupo. 
n.s.= no significativo; *** p< 0,001, ANOVA. 
 
 
2. Análisis del efecto de la inmunosupresión en el 
modelo crónico de parkinsonismo inducido por MPTP 
 
Establecido el protocolo inmunosupresor leve como el más indicado para nuestro 
abordaje experimental, se procedió a evaluar los posibles efectos que éste pudiera tener 
sobre la degeneración de la vía nigroestriatal inducida por el neurotóxico MPTP en el 
modelo animal crónico de parkinsonismo (Muñoz-Manchado y col., 2016). Para ello, 
además del tratamiento de inmunosupresión leve (veáse punto 1.1 y Figura 17 de 
Resultados) se procedió a la intoxicación por MPTP. A partir de la cuarta semana del 
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inicio de la inmunosupresión, donde sólo se administra CsA (15mg/kg, s.c., 3 veces por 
semana), se añade el tratamiento con MPTP (20 mg/kg, s.c., también 3 veces por 
semana en días distintos a la CsA) durante 1, 2 ó 3 meses. Tras 2 días de la finalización 
de cada tratamiento con MPTP se realiza el sacrifico de los animales para cuantificar el 
grado de degeneración nigroestriatal. En cada punto temporal, se estudiaron 6 grupos 
experimentales: 1) Ratones controles del tratamiento inmunosupresor, se les suministra 
sólo EtOH al 25% en solución salina 3 veces por semana (vIMN, vehículo 
inmunosupresión).  2) Ratones controles del tratamiento con MPTP, se les suministra 
sólo solución salina 3 veces por semana (vMPTP, vehículo MPTP). 3) Ratones 
controles del tratamiento conjunto inmunosupresión y MPTP, se les suministran los 
vehículos correspondientes en días alternos (vINM-vMPTP). 4) Ratones tratados solo 
con MPTP 3 veces por semana (MPTP). 5) Ratones tratados con el vehículo de la 
inmunosupresión y MPTP en días alternos (vINM-MPTP). Y, 6) Ratones 
inmunosuprimidos y con MPTP en días alternos (INM-MPTP). Esta nomenclatura será 
utilizada a lo largo de la tesis.  
 
 
2.1. Acciones sobre la vía nigroestriatal dopaminérgica  
 
2.1.1. Análisis de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc 
En los diferentes grupos antes explicitados se procedió a la cuantificación estereológica 
del número de neuronas dopaminérgicas (TH
+
) presentes en la SNpc. Como se muestra 
en la tabla 4, no se observaron diferencias significativas entre los diversos controles 
(vMPTP, vINM y vINM-vMPTP), por lo que en las representaciones gráficas y 
cuantificaciones se consideró como control el valor medio de los 3 grupos en cada 
periodo de tiempo analizado.  
 
 
 
Tabla 4. Cuantificación estereológica de las neuronas TH
+
 de la SNpc de los grupos controles 
vMPTP, vINM y vINM-vMPTP a los 1, 2, ó 3 meses. Se indican los valores de p (ANOVA) y n. 
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Tras el análisis estereológico de las secciones mesencefálicas de los animales MPTP y 
vINM-MPTP, tampoco se obtuvieron diferencias significativas (p=0,924 a 1 mes de 
tratamiento, p=0,716 a 2 meses de tratamiento, y p=0,985 a 3 meses de tratamiento), de 
modo que en las representaciones gráficas se muestran sólo los valores del grupo MPTP 
e INM-MPTP respecto a los controles en cada periodo estudiado. 
El grado de lesión dopaminérgica en la SNpc producida por el MPTP no se ve afectada 
significativamente por el tratamiento inmunosupresor, aunque se aprecia una leve 
tendencia de menor daño (Figura 22B). En los animales INM-MPTP se obtiene una 
disminución de las neuronas TH
+
 de la SNpc del 40, 50 y 60% (a 1, 2 ó 3 meses), 
mientras que en los animales tratados sólo con MPTP estos valores son del 45, 55 y 
65% respectivamente. 
 
 
 
Figura 22. Efecto de la inmunosupresión en la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la 
SNpc inducida por el MPTP tras 1, 2 ó 3 meses. A. Inmunohistoquímica de TH en cortes coronales a 
nivel del mesencéfalo de animales tratados con inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP) a los tiempos 
indicados, y del control (vINM-vMPTP, 3 meses). B. Análisis estereológico de las células TH+ de la 
SNpc de los animales CONTROL, MPTP e INM-MPTP en cada periodo estudiado (1, 2 ó 3 meses de 
tratamiento). Entre paréntesis el número de animales para cada grupo; n.s.= no significativo; ** p<0,01; 
*** p< 0,001, ANOVA. 
 
 
2.1.2. Análisis de la inervación dopaminérgica del estriado 
El grado de inervación estriatal dopaminérgica se cuantificó inicialmente mediante 
medidas de densidad óptica en cortes coronales de estriado marcados 
inmunohistoquímicamente para TH.  Al igual que en el subapartado anterior, en primer 
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lugar se estudió el grado de inervación dopaminérgica de los animales de los grupos 
controles (vINM, vMPTP y vINM-vMPTP), no obteniéndose diferencias significativas 
entre los mismos (ver tabla 5). Por tanto, para las representaciones gráficas y 
cuantificaciones se consideró como control el valor medio de los 3 grupos en cada 
periodo de tiempo analizado.  
 
 
 
Tabla 5. Densidad óptica (D.O.) de las fibras estriatales TH
+
 (u.a.) en los grupos controles vINM, 
vMPTP y vINM-vMPTP a los 1, 2, ó 3 meses. Se indican los valores de p (ANOVA) y n. 
 
 
Tras el análisis de las medidas densitométricas estriatales de los animales MPTP y 
vINM-MPTP, no se observaron diferencias significativas entre los mismos (p=0,904 a 1 
mes de tratamiento, p=0,361 a 2 meses de tratamiento, y p=0,951 a 3 meses de 
tratamiento), por lo que en las representaciones gráficas se muestran los valores 
obtenidos de los grupos MPTP e INM-MPTP respecto a los controles en cada periodo 
estudiado.  
Como se indica en la Figura 23B, se aprecia una pequeña disminución del daño 
inducido por el MPTP en los terminales dopaminérgicos estriatales de los animales 
sometidos también al tratamiento inmunosupresor (60% vs 50% de daño tras el 
primer y segundo mes, y 70% vs 60% al tercer mes). Este efecto es estadísticamente 
significativo sólo a los tres meses de tratamiento.  
Con objeto de corroborar las diferencias observadas, se realizó una cuantificación 
estereológica de las varicosidades TH
+
 estriatales de los mismos cortes que en el estudio 
densitométrico, centrándonos ya unicamente en los tres meses (Figura 23B). 
Efectivamente, se observó un aumento significativo (p<0,01) de varicosidades en el 
grupo INM-MPTP (7,08.10
6 
± 2,86.10
5
 varicosidades/mm
3
) en comparación con el 
grupo MPTP (5,22.10
6
 ± 1,36.10
5
). 
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Figura 23. Efecto de la inmunosupresión en la denervación estriatal dopaminérgica inducida por el 
MPTP tras 1, 2 ó 3 meses. A. Microfotografías, de cortes coronales de cerebro a nivel del estriado 
marcados mediante inmunohistoquímica para TH, de animales tratados durante 3 meses con MPTP 
(MPTP), inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP), y con el vehículo (vINM-vMPTP; control). En la parte 
inferior se muestran detalles a mayor amplificación mostrando las varicosidades TH+. B. Estimación de la 
inervación estriatal TH
+
 por densidad óptica (D.O.) de los animales CONTROL, MPTP e INM-MPTP en 
cada periodo estudiado (1, 2 ó 3 meses de tratamiento; eje de ordenadas a la izquierda); y cuantificación 
estereológica de las varicosidades dopaminérgicas estriatales/mm3 de los mismos animales tras 3 meses 
de tratamiento (eje de ordenadas a la derecha). Entre paréntesis el número de animales de cada grupo, 
n.s.= no significativo; ** p< 0,01; *** p< 0,001, ANOVA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
71 
 
2.2. Acciones sobre las poblaciones gliales en SNpc y estriado  
 
Tal y como se describió con anterioridad (veáse punto 1.3 de Introducción), son muchos 
los trabajos que muestran una importante implicación de los fenómenos inflamatorios 
en la EP (revisado en Hirsch y Hunot., 2009 y 2012), entre los que destacan la 
astrogliosis y la activación microglial. Además, recientemente se ha sugerido un 
proceso de oligodendrogliosis asociado al parkinsonismo experimental (Annesse y col., 
2013). Por tanto, se procedió a estudiar posibles variaciones en las poblaciones gliales 
en el modelo crónico de parkinsonismo inducido por MPTP, así como modificaciones 
de las mismas por el tratamiento inmunosupresor.  
 
2.2.1. En el modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP 
 
2.2.1.1. Astroglía 
El primer fenómeno neuroinflamatorio analizado en el modelo de parkinsonismo 
crónico inducido por MPTP fue el grado de astrogliosis, el cual se cuantificó mediante 
medidas de densidad óptica en cortes coronales de estriado y SNpc teñidos 
inmunohistoquímicamente para GFAP, marcador de las células gliales astrocitarias.  
Los resultados obtenidos mostraron un incremento significativo en la inmunoreactividad 
de GFAP tanto en SNpc como en estriado tras 1 mes de administración crónica de 
MPTP (alcanzando un aumento de 80% en el estriado y de 40% en SNpc). Esta 
respuesta astroglial se mantuvo en niveles similares tras los diferentes tratamientos 
efectuados (1, 2 ó 3 meses; Figura 24).  
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Figura 24. Reacción astroglial tras 1, 2 ó 3 meses del tratamiento con MPTP. A y C. 
Microfotografías, de cortes coronales de cerebro a nivel del estriado (A) y de la SNpc (C) marcados 
mediante inmunohistoquímica para GFAP, de animales tratados durante 3 meses con MPTP y de su 
respectivo control. En C se han superpuesto las regiones cerebrales correspondientes al corte mostrado    
(-3,16 mm respecto a Bregma) según al atlas de Franklin y Paxinos (1997), indicando en línea continua la 
zona estudiada de la SNpc lateral al MT (núcleo terminal medial del sistema óptico accesorio). Se señalan 
también: pedúnculo cerebral (cp), sustancia negra reticular (SNR), sustancia negra lateral (SNL), 
pedúnculo mamilar (mp), lemnisco medial (ml) y núcleo rojo (RPC). B y D. Análisis cuantitativo 
mediante densidad óptica (D.O.) del grado de tinción GFAP a nivel de estriado (B) y de SNpc (D) de los 
animales sometidos al mismo tratamiento que en A y C pero tras 1, 2 ó 3 meses. Entre paréntesis el 
número de animales de cada grupo, * p< 0,05; ** p< 0,01; Test t-Student. 
  
2.2.1.2. Microglía 
La activación microglial fue el siguiente proceso neuroinflamatorio estudiado en el 
modelo crónico de parkinsonismo inducido por MPTP. Esta reacción microglial, como 
se ha descrito con anterioridad (veáse apartado 1.3 de Introducción), se caracteriza por 
cambios morfológicos celulares drásticos. La microglía en reposo presenta un soma 
pequeño y prolongaciones largas y delgadas,  al activarse aumenta el tamaño del soma y 
exhibe prolongaciones más cortas y gruesas (Kettenmann y col., 2011). Como paso 
previo al análisis de la activación microglíal, se visualizaron al microscopio las 
secciones de estriado y SNpc teñidas mediante inmunohistoquímica con el marcador 
general de microglía IBA-1. Como resultado se observó que los cortes cerebrales de los 
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animales controles presentaban muy pocas células IBA-1
+
 con la típica morfología de 
microglía activa (Figura 25A). En cambio, los correspondientes a los animales tratados 
con MPTP mostraban un claro aumento de células IBA-1
+ 
con morfología característica 
activa (Figura 25B).  
 
 
 
Figura 25. Morfología de las células microgliales y cuantificación estereológica del volumen del 
soma de las mismas tras 1, 2 ó 3 meses del tratamiento con MPTP. A y B. Microfotografías de cortes 
de estriado marcados mediante inmunohistoquímica IBA-1, mostrando la morfología característica de una 
célula microglial no activa de un animal control (150 µm3 de volumen del soma; A), y de dos ejemplos 
de morfología microglíal activa en los animales tratados con MPTP (400 y 525 µm3 de volumen del 
soma respectivamente; B). C y D. Histogramas representando el porcentaje de células (Cél.) microgliales 
(IBA-1
+
) en cada intervalo (área) según el volumen (Vol.) del soma en el estriado (C) y SNpc (D) de los 
animales MPTP y sus respectivos controles tras 1, 2 ó 3 meses de tratamiento. La línea gris punteada 
indica el volumen del soma (300 µm3) por encima del cual se considera microglía activa.  
 
Debido a los cambios cualitativos advertidos en la morfología microglial, nos 
propusimos definir un sistema de medida objetivo que diferenciara la microglía activa 
de la no activa. Para ello, se cuantificó estereológicamente el volumen del soma 
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microglial del estriado y SNpc de los animales controles y MPTP tras 1, 2 ó 3 meses de 
tratamiento. Como se muestra en la Figura 25C y D, se aprecia la existencia de dos 
poblaciones microgliales en función del volumen del soma, tanto en el estriado como en 
la SNpc de los animales MPTP. Por un lado, se obtienen células IBA-1
+
 con un 
volumen de soma de entre 100-300 µm3 que cumplen con los parámetros morfológicos 
de microglía no activa. Por otro lado, se detectan células IBA-1
+
 con un volumen de 
soma de entre 300-600 µm3, las cuales se corresponden con una morfología activa, y 
que aparecen mayoritariamente en los animales MPTP. A partir de estos resultados se 
determinó considerar microglía activa toda aquella célula IBA-1
+
 con volumen de soma 
≥ 300 µm3, criterio que se aplicará en los siguientes estudios microgliales realizados en 
esta tesis doctoral.  
 
Se procedió entonces a realizar el análisis de la activación microglial en respuesta al 
tratamiento con MPTP mediante la cuantificación estereológica del número de células 
IBA-1
+
 no activas y activas/mm
3
. 
 
Los resultados muestran un incremento significativo 
(próximo al 10%) en la densidad de la microglía activa desde el primer mes de 
tratamiento con MPTP, tanto en el estriado como en la SNpc (Figura 26). 
 
 
 
Figura 26. Activación microglial tras 1, 2 ó 3 meses de tratamiento con MPTP. A y B. Cuantificación 
estereológica de la densidad de microglía no activa y activa en estriado (A) y SNpc (B) de los animales 
controles y MPTP tras 1, 2 ó 3 meses de tratamiento. Entre paréntesis el número de animales de cada 
grupo. * p<0,05; ** p< 0,01; Test t-Student. 
 
2.2.1.3. Oligodendroglía  
Para finalizar el estudio de los parámetros neuroinflamatorios en los ratones tratados 
con MPTP y en los respectivos controles, analizamos el grado de oligodendrogliosis al 
comienzo (1 mes) y al final del tratamiento neurotóxico (3 meses). Como marcador 
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inmunohistoquímico de oligodendrocitos se utilizó la MBP en cortes coronales a nivel 
de estriado y SNpc, que fueron posteriormente sometidos al análisis densitométrico. 
Como resultado se obtuvo una clara tendencia hacia la oligodendrogliosis en todos los 
supuestos estudiados, aunque sólo es estadísticamente significativa en la SNpc al mes 
del tratamiento con MPTP (Figura 27).  
 
 
 
Figura 27. Análisis de la oligodendrogliosis tras 1 y 3 meses de tratamiento con MPTP. A. 
Microfotografías de cortes coronales de cerebro a nivel de la SNpc marcados inmunohistoquímicamente 
para MBP, de animales tratados con MPTP durante 1 mes, y de su respectivo control. Se indica la 
superposición de las regiones cerebrales correspondientes al corte mostrado (-3,16 mm respecto a 
Bregma) según al atlas de Franklin y Paxinos (1997), señalando en línea continua la zona estudiada de la 
SNpc lateral al MT (núcleo terminal medial del sistema óptico accesorio). Se señalan también: pedúnculo 
cerebral (cp), sustancia negra reticular (SNR), sustancia negra lateral (SNL), pedúnculo mamilar (mp), 
lemnisco medial (ml) y núcleo rojo (RPC). B y C. Cuantificación mediante densitometría óptica (D.O.) de 
la tinción MBP en el estriado (B) y SNpc (C) de los animales controles y MPTP tras 1 ó 3 meses de 
tratamiento neurotóxico. Entre paréntesis el número de animales de cada grupo. n.s.= no significativo;     
* p< 0,05; Test t-Student. 
 
2.2.2. En el modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP sometido al 
tratamiento inmunosupresor 
 
Los resultados descritos anteriormente indican un estado de neuroinflamación en el 
modelo de parkinsonismo crónico inducido por MPTP. A continuación, se analiza el 
efecto del tratamiento inmunosupresor sobre la activación astrogial y microglial 
generada por el neurotóxico. 
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2.2.2.1. Astroglía 
Del mismo modo que se realizó el estudio de la población astroglial en los animales 
tratados con MPTP (veáse punto 2.2.1.1. de Resultados), se procedió a analizar el efecto 
del tratamiento inmunosupresor sobre la activación astrocitaria observada. Para ello, se 
cuantificó el grado de astrogliosis mediante medidas de densidad óptica en cortes 
coronales de estriado y SNpc teñidos inmunohistoquímicamente para GFAP de los 
animales MPTP, vINM-MPTP e INM-MPTP y sus respectivos controles (vMPTP, 
vINM y vINM-vMPTP). Como se indica en la tabla 6, no se observaron diferencias 
significativas entre los diversos controles, por lo que en las representaciones gráficas y 
cuantificaciones se consideró como control el valor medio de los 3 grupos en cada 
periodo de tiempo analizado.  
 
 
 
Tabla 6. Astrogliosis en cortes coronales de estriado y SNpc. Se cuantifica la densidad óptica (D.O.) 
tras la inmunohistoquímica para GFAP en los grupos controles vINM, vMPTP y vINM-vMPTP a 
los 1, 2, ó 3 meses. Se indican los valores de p (ANOVA) y n.  
 
Tras el estudio de las medidas densitométricas estriatales y de la SNpc GFAP
+
 de los 
animales MPTP y vINM-MPTP, no se observaron diferencias significativas entre los 
mismos (En estriado: p=0,519 a 1 mes de tratamiento, p=0,474 a 2 meses de 
tratamiento, y p=0,902 a 3 meses de tratamiento; En SNpc: p=0,849 a 1 mes de 
tratamiento, p=0,463 a 2 meses de tratamiento, y p=0,548 a 3 meses de tratamiento). 
Debido a ello, en las representaciones gráficas se muestran los valores obtenidos de los 
grupos MPTP e INM-MPTP respecto a los controles en cada periodo estudiado. 
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Como se puede apreciar en la Figura 28 los animales INM-MPTP exhiben un 
incremento significativo en la inmunoreactividad de GFAP tanto en estriado como en 
SNpc respecto a los controles tras los diferentes periodos de tratamiento (1, 2 ó 3 
meses). Estas medidas de densitometría GFAP
+
 de los animales INM-MPTP fueron 
similares a las obtenidas en el grupo MPTP, no observándose diferencias significativas 
entre los mismos. Por tanto, los resultados indican que el tratamiento inmunosupresor 
no ejerce ningún efecto sobre la población astroglial en el modelo crónico de 
parkinsonismo inducido por MPTP.  
 
 
 
 
Figura 28. Efecto del tratamiento inmunosupresor en la población astroglial del modelo de 
parkinsonismo crónico inducido por MPTP a 1, 2 ó 3 meses. A y C. Microfotografías, de cortes 
coronales a nivel del estriado (A) y de la SNpc (C) marcados mediante inmunohistoquímica para GFAP, 
de animales tratados durante 3 meses con inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP), y con el vehículo 
(vINM-vMPTP; control). En C se han superpuesto las regiones cerebrales correspondientes al corte 
mostrado  (-3,16 mm respecto a Bregma) según al atlas de Franklin y Paxinos (1997), indicando en línea 
continua la zona estudiada de la SNpc lateral al MT (núcleo terminal medial del sistema óptico 
accesorio). Se señalan también: pedúnculo cerebral (cp), sustancia negra reticular (SNR), sustancia negra 
lateral (SNL), pedúnculo mamilar (mp), lemnisco medial (ml) y núcleo rojo (RPC). B y D. Análisis 
cuantitativo mediante densidad óptica (D.O.) del grado de tinción GFAP a nivel de estriado (B) y de la 
SNpc (D) de los animales CONTROL, MPTP e INM-MPTP en cada periodo estudiado (1, 2 ó 3 meses de 
tratamiento). Entre paréntesis el número de animales de cada grupo, n.s.= no significativo; * p< 0,05; 
**p<0,01;***p< 0,001, ANOVA.  
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2.2.2.2. Microglía 
Con objeto de analizar el efecto del tratamiento inmunosupresor sobre la activación 
microglial observada en el modelo crónico de MPTP (veáse apartado 2.2.1.2. de 
Resultados), tras la inmunohistoquímica con el marcador IBA-1, se procedió a la 
cuantificación estereológica de la densidad de las células microgliales no activas 
(<300m ) y activas (>300m ) en el estriado y en la SNpc de los grupos animales. 
Tal y como se muestra en la tabla 7, entre los distintos grupos controles (vMPTP, vINM 
y vINM-vMPTP) no se observaron diferencias significativas, por lo que en las 
representaciones gráficas y cuantificaciones se consideró como control el valor medio 
de los 3 grupos en cada periodo de tiempo analizado.  
 
 
 
Tabla 7. Cuantificación estereológica de la densidad de las células microgliales no activas y activas 
(nº cels/mm
3
) en el estriado y en la SNpc de los grupos controles vMPTP, vINM y vINM-vMPTP 
tras 1, 2, ó 3 meses de tratamiento. Se indican los valores de p (ANOVA) y n. 
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En el análisis de la densidad de las células microgliales no activas tanto en el estriado 
como en la SNpc de los animales MPTP y vINM-MPTP, no se observaron diferencias 
significativas (En estriado: p=0,950 a 1 mes de tratamiento, p=0,857 a 2 meses de 
tratamiento, y p=0,571 a 3 meses de tratamiento; en SNpc: p=0,897 a 1 mes de 
tratamiento, p=0,565 a 2 meses de tratamiento, y p=0,713 a 3 meses de tratamiento). De 
igual modo, tampoco se obtuvieron diferencias significativas respecto a las células 
microgliales activas de estos grupos animales (En estriado p=0,963 a 1 mes de 
tratamiento, p=0,711 a 2 meses de tratamiento, y p=0,875 a 3 meses de tratamiento; En 
SNpc: p=0,586 a 1 mes de tratamiento, p=0,878 a 2 meses de tratamiento, y p=0,850 a 3 
meses de tratamiento). Por lo tanto, en las representaciones gráficas se muestran 
solamente los valores de los grupos MPTP e INM-MPTP respecto a los controles en 
cada periodo estudiado. 
 
Los resultados reflejan una disminución de la activación microglial en los animales 
INM-MPTP respecto a los MPTP, tanto en el estriado (~20% tras 1, 2 meses y ~40% a 
los 3 meses) como en la SNpc (~19, 10 y 22% tras 1, 2 y 3 meses respectivamente). 
Esta menor activación de la microglía en los animales inmunodeprimidos es 
estadísticamente significativa en ambas localizaciones sólo a los 3 meses de tratamiento 
(Figura 29A y B). Respecto a la microglía no activa no se observa ningún efecto 
significativo por la inmunosupresión (Figura 29C y D).  
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Figura 29. Efecto del tratamiento inmunosupresor en la activación microglial en el modelo de 
parkinsonismo crónico inducido por MPTP a 1, 2 ó 3 meses. Densidad de las células microgliales (nº 
células/mm3) activas (A y B) y no activas (C y D) en el estriado (A y C) y en la SNpc (B y D) de los 
animales CONTROLES, MPTP, e INM-MPTP en cada periodo estudiado (1, 2 ó 3 meses de tratamiento). 
Entre paréntesis el número de animales de cada grupo, n.s.= no significativo; *p<0,05; ***p< 0,001, 
ANOVA. 
 
 
3. Acción beneficiosa de los xenotrasplantes 
intraestriatales de CC en ratones parkinsonianos 
inmunodeprimidos 
 
Una vez establecido el tratamiento inmunosupresor más suave que permite los 
xenotrasplantes de CC (de rata en ratón) y que es además compatible con el modelo 
animal de parkinsonismo crónico, se procedió a estudiar la eficacia antiparkinsoniana 
del CC implantado. Para ello, el mismo día que los ratones fueron trasplantados 
unilateralmente en estriado con CC de rata y vehículo en el contralateral, comenzó el 
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tratamiento inmunosupresor (ver punto 2 de Resultados). Al terminar la tercera semana 
(en la cual se minimiza la administración de fármacos inmunosupresores) se inició la 
intoxicación con MPTP durante 3 meses. Posteriormente, los ratones fueron mantenidos 
un mes sólo con la inmunosupresión y, por último, sacrificados 2 días después de la 
finalización de dicho tratamiento (Figura 30).  
 
 
 
Figura 30. Esquema del procedimiento experimental utilizado para estudiar el efecto de la 
inmunosupresión en los xenotrasplantes de CC de rata de ratones parkinsonianos durante algo 
menos de 5 meses. Se indican los momentos del trasplante y sacrificio, así como los tratamientos 
inmunosupresor y con MPTP.  
 
 
3.1. Análisis de la evolución general de los animales con 
xenotrasplantes de CC sometidos a inmunosupresión y parkinsonismo 
crónico inducido por MPTP  
 
Durante todo el protocolo experimental antes descrito los animales fueron supervisados 
diariamente, con control cuantitativo de peso y cualitativo del estado general (aspecto, 
motilidad e ingesta). Tal y como se indica en la Tabla 8A, de los 11 animales 
trasplantados y tratados con inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP) sólo tuvo lugar un 
deceso a lo largo del periodo de tratamiento y ninguno en los 5 controles. Tras el 
análisis de los pesos de los animales trasplantados INM-MPTP (Tabla 8B), se advirtió 
una disminución significativa respecto al peso de los controles desde el segundo mes, y 
especialmente en el tercero. A pesar de estas diferencias, los animales trasplantados 
INM-MPTP aumentaron de peso a lo largo de los casi 5 meses de tratamiento, y no se 
detectaron alteraciones cualitativas de aspecto, motilidad o ingesta. 
Una vez finalizada la administración de la inmunosupresión y MPTP y el posterior 
procesado histológico de los cerebros mediante inmunohistoquímica de TH
+
, se observó 
que el xenotrasplante de CC se encontraba íntegro en los 10 animales estudiados.  
Estos resultados indican que el tratamiento inmunosupresor no afecta al estado general 
del animal, además de permitir la supervivencia a largo plazo de los xenotrasplantes de 
CC en el modelo crónico de parkinsonismo. 
 
82 
 
 
 
Tabla 8. Supervivencia y peso de los ratones trasplantados con CC de rata sometidos a tratamiento 
inmunosupresor y parkinsonismo crónico. A. Supervivencia de los ratones xenotrasplantados con CC 
de rata, tratados con inmunosupresión y parkinsonismo crónico inducido por MPTP (INM-MPTP), y de 
los controles no trasplantados, tratados con los respectivos vehículos durante el periodo experimental. B. 
Peso medio mensual (gramos) de los mismos animales que en A. Se indican los valores de p y n. *p<0,05; 
**p> 0,01; ***p<0,001; Test t-Student. 
 
 
3.2. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la vía nigroestriatal 
dopaminérgica 
 
3.2.1. Efecto del xenotrasplante de CC sobre las neuronas de la SNpc 
El estudio del número de neuronas dopaminérgicas presentes en la vía nigroestriatal de 
los animales xenotrasplantados, inmunodeprimidos y tratados con MPTP se llevó a cabo 
mediante la cuantificación estereológica de las neuronas TH
+
 de la SNpc. Solo se 
analizaron aquellos animales en los que el trasplante estaba bien localizado en el 
estriado (n=5). En la Figura 31 se muestra uno de estos experimentos con un claro 
aumento de células dopaminérgicas en la SNpc del hemisferio trasplantado, hallándose 
sobre el 45% más de células que en el hemisferio no trasplantado (145,56 ± 5,19%; 
Figura 31C), porcentaje similar al observado en los alotrasplantes (Muñoz-Manchado y 
col., 2013). Además, es importante destacar el buen aspecto del tejido trasplantado 
(Figura 31A derecha), que no fue rechazado inmunológicamente, lo cual indica la 
efectividad del tratamiento inmunosupresor.  
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Figura 31. Efecto de los xenoimplantes intraestriatales de CC sobre la SNpc de los ratones 
sometidos a tratamiento inmunosupresor y parkinsonismo crónico inducido por MPTP. A. 
Inmunohistoquímica para TH en cortes coronales de estriado mostrando la localización del implante 
heterólogo de CC, y una zona del mismo a mayor aumento donde se visualizan los glomérulos TH+ 
(derecha); y en el hemisferio contralateral el falso trasplante, utilizado como control (izquierda). B. 
Inmunohistoquímica para TH en cortes coronales del mesencéfalo. Nótese el daño causado por el 
tratamiento crónico de MPTP (izquierda) y la protección ejercida por el xenotrasplante de CC sobre las 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc (derecha), cuantificada mediante técnicas estereológicas en C. Entre 
paréntesis el número de animales. **p<0,01; Test t-Student. 
 
3.2.2. Efecto del xenotrasplante de CC sobre la inervación estriatal 
Además de sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se estudió el efecto del 
tratamiento inmunosupresor en la acción que ejerce el implante carotídeo en la 
inervación del estriado, zona a la que proyectan dichas neuronas. Para ello se realizó 
una estimación inicial mediante medidas de densidad óptica en cortes coronales de 
estriado marcados inmunohistoquímicamente para TH. Al ser trófico el efecto del 
trasplante, se realizó el estudio de la inervación en el área de difusión del factor trófico 
descartando el propio tejido implantado (veáse Materiales y Métodos). Por lo que se 
trazaron dos circunferencias concéntricas alrededor del trasplante y se estimó la 
inervación estriatal en el área comprendida entre ambas (Figura 32A).  
Los datos obtenidos mostraron diferencias significativas entre el lado trasplantado y el 
control de los 5 animales estudiados, observándose que el grado de inervación 
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dopaminérgica era un 50% mayor en el hemisferio trasplantado respecto al hemisferio 
control (146,44 ± 7,85%; Figura 32B), porcentaje similar al observado en los 
alotrasplantes (Muñoz-Manchado y col., 2013).  
Para corroborar de forma más robusta las diferencias observadas mediante densidad 
óptica en la inervación estriatal entre el hemisferio trasplantado y el control, se realizó 
una cuantificación estereológica del número de varicosidades TH
+
. Este análisis se llevó 
a cabo en el mismo área utilizada para el estudio densitométrico, obteniendo un mayor 
número de varicosidades TH
+
 en el hemisferio trasplantado respecto al contralateral 
también cercano al 50% (154,27 ± 3,83%; Figura 32D).  
 
 
 
Figura 32. Efecto de los xenoimplantes intraestriatales de CC sobre la inervación estriatal de los 
ratones sometidos a tratamiento inmunosupresor y parkinsonismo crónico inducido por MPTP. A. 
Cortes coronales de estriado teñidos inmunohistoquímicamente para TH, de ratones xenotrasplantados 
sometidos a tratamiento inmunosupresor y parkinsonismo crónico inducido por MPTP durante 5 meses. 
Se muestra el área analizada, comprendida entre las dos circunferencias trazadas alrededor del implante, 
que se utilizó tanto en el estudio de densitometría de la inervación estriatal dopaminérgica (B) como en el 
análisis del número de varicosidades TH+ (C) en el hemisferio trasplantado y el control. En la parte 
inferior se muestran detalles a mayor amplificación exhibiendo las varicosidades TH+. Nótese el aumento 
del número de varicosidades en el hemisferio trasplantado respecto del control. B. Estimación de la 
inervación estriatal TH+ por densidad óptica (D.O.) en el hemisferio trasplantado y el control de los 
animales descritos en A. C. Cuantificación estereológica del número de varicosidades dopaminérgicas 
estriatales/mm3 en el hemisferio trasplantado y el control de los mismos animales utilizados en A y B. 
Entre paréntesis el número de animales. **p<0,01; Test t-Student. 
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Los datos expuestos anteriormente tanto en el estudio de las neuronas dopaminérgicas 
de la SNpc como de la inervación estriatal, muestran el efecto beneficioso del  
xenotrasplante de CC sobre la vía nigroestriatal de ratones inmunodeprimidos y con 
parkinsonismo crónico. 
 
4. Efecto del trasplante intraestriatal de CC sobre las 
poblaciones gliales en estriado y SNpc 
 
Los resultados descritos con anterioridad en el apartado 2.2 de Resultados sobre los 
procesos neuroinflamatorios asociados al parkinsonismo crónico por MPTP reflejan la 
participación de los diferentes tipos gliales. En esta sección se procedió a analizar el 
efecto que ejercen los trasplantes de CC sobre las poblaciones gliales en el estriado 
(zona circundante al implante) y en la SNpc, además de examinar el efecto del 
tratamiento inmunosupresor sobre las mismas. Dicho estudio se llevó a cabo tanto en 
ratones parkinsonianos trasplantados con CC de ratón (MPTP), como en ratones 
parkinsonianos e inmunodeprimidos trasplantados con CC de rata (INM-MPTP); 
siguiendo en ambos casos los mismos procedimientos experimentales antes detallados. 
 
4.1. Efecto del trasplante de CC sobre la astroglía 
 
Experimentos previos muestran un incremento significativo de la astroglía tanto en los 
animales tratados sólo con MPTP como en los sometidos a inmunosupresión y MPTP, 
sin observarse diferencias entre ambos (ver apartado 2.2.1.1. y 2.2.2.1. de Resultados). 
La acción del trasplante de CC sobre este tipo glial se analizó mediante la cuantificación 
del grado de astrogliosis, midiendo la densidad óptica en cortes coronales de estriado y 
SNpc teñidos inmunohistoquímicamente para GFAP, en los animales trasplantados (n=5 
para cada grupo MPTP e INM-MPTP). De nuevo, el estudio densitométrico estriatal se 
realizó en la zona de difusión de los factores alrededor del implante. Se analizaron 3 
cortes por cada animal: el que presentaba mayor tamaño de trasplante y los que se 
encontraban a ± 180 μm de éste en el eje anteroposterior respecto a Bregma. De igual 
modo se procedió en el hemisferio control. A nivel de la SNpc se cuantificaron también 
3 cortes, correspondientes a las secciones anterior y posterior de la que posee la SNpc 
completamente separada de la VTA por el MT. Para cada animal se calculó el valor 
medio de las 3 secciones de estriado y de la SNpc.  
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Los datos obtenidos no mostraron diferencias significativas en la inmunoreactividad de 
GFAP estriatal entre el hemisferio trasplantado y el contralateral de los animales 
tratados sólo con MPTP (104,69 ± 1,95%), y de los sometidos a tratamiento 
inmunosupresor y MPTP (105,37 ± 1,28%; Figura 33A). Tampoco se observaron 
diferencias a nivel de la SNpc (animales MPTP 100,68 ± 1,009% y en los INM-MPTP 
102,53 ± 3,64%; Figura 33B). Estos resultados reflejan los trasplantes de CC no tienen 
efecto alguno sobre la población astroglial de animales con parkinsonismo crónico 
inducido por MPTP, independientemente de que estén inmunosuprimidos. 
 
 
Figura 33. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la astroglía en el modelo de 
parkinsonismo crónico inducido por MPTP, con y sin inmunosupresión. Cuantificación de la 
densidad óptica (D.O.) GFAP+ en el estriado (A) y en la SNpc (B) de los animales trasplantados tratados 
sólo con MPTP, y los sometidos a inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP) durante 5 meses. Entre 
paréntesis el número de animales. n.s. = no significativo; Test t-Student. 
 
4.2. Efecto del trasplante de CC sobre la microglía 
 
La reacción microglial es una característica neuropatológica de la EP. Estudios 
anteriores muestran una clara activación microglial en el modelo crónico de 
parkinsonismo inducido por MPTP, no obstante ésta activación de la microglía se 
encuentra disminuida en los animales inmunodeprimidos (veáse punto 2.2.2.2 de 
Resultados). Con objeto de profundizar en estos resultados se realizó 
inmunohistoquímica IBA-1 y se procedió a la cuantificación estereológica de la 
densidad de las células microgliales no activas y activas, en base al volumen del soma 
en el estriado y SNpc de los animales trasplantados (n=5 para cada grupo MPTP e INM-
MPTP). El análisis en ambas localizaciones  se llevó a cabo en la misma zona donde se 
empleó el estudio densitométrico astroglial, veáse punto 4.1 de Resultados. 
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Tal y como se indica en la Figura 34, no existen diferencias en la densidad estriatal de 
las células microgliales no activas entre el hemisferio trasplantado y el contralateral en 
los 5 animales estudiados de cada grupo (Figura 34C). Sin embargo, sí aparecen 
diferencias significativas respecto a la activación microglial, cuantificándose en los 
animales alotrasplantados MPTP 2927,08 ± 299,06 células microgliales activas/mm
3
 en 
el hemisferio trasplantado y 1722,11 ± 211,29 en el contralateral. Y, en los animales 
xenotrasplantados INM-MPTP 2041,46 ± 251,98 células microgliales activas/mm
3
 en el 
hemisferio trasplantado frente a las  1067,02 ± 111,95 en el hemisferio contralateral 
(Figura 34D). 
Estos datos sugieren que la activación microglial puede deberse a un efecto paracrino 
del implante carotídeo sobre las células microgliales aledañas a la zona del trasplante. 
De esta forma si el efecto de activación microglial observado en el estriado es debido al 
implante, se esperaría no tener diferencias de activación microglial entre el hemisferio 
trasplantado y el contralateral en secciones alejadas del trasplante donde el efecto del 
mismo está muy diluido. Para confirmarlo, se cuantificaron 2 cortes alejados del CC 
implantado (uno anterior y otro posterior a la zona trasplantada) correspondientes a       
± 360 μm en el eje anteroposterior respecto al corte de estriado con mayor cantidad de 
tejido implantado.  
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Figura 34. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la microglía a nivel del estriado en 
el modelo crónico de MPTP, con y sin inmunosupresión. A. Cortes coronales de estriado teñidos 
inmunohistoquímicamente para IBA-1, de ratones xenotrasplantados sometidos a tratamiento 
inmunosupresor y parkinsonismo crónico inducido por MPTP durante 5 meses. Se muestra el área 
analizada alrededor del implante en el hemisferio trasplantado y el control. B. Se indica a mayor 
amplificación detalles de la zona estudiada exhibiendo la morfología de las células microgliales. Nótese el 
incremento de microglía activa en el hemisferio trasplantado respecto del control. C y D. Cuantificación 
estereológica de la densidad de células microgliales (nº células/mm3) no activas (C) y activas (D), en el 
estriado de los animales trasplantados tratados sólo con MPTP y aquellos sometidos a inmunosupresión y 
MPTP (INM-MPTP) durante 5 meses. Entre paréntesis el número de animales. n.s. =  no significativo;  
* p<0,05; Test t-Student. 
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Analizando los resultados, se puede observar cómo no existen diferencias en la densidad 
de las células microgliales no activas y activas entre el hemisferio trasplantado y el 
contralateral, tanto en los animales tratados sólo con MPTP como los sometidos a 
inmunosupresión y MPTP (Figura 35A y B). Por tanto, el incremento de la migroglía 
activa se presenta sólo en la zona circundante al trasplante de CC, lo que pone de 
manifiesto el efecto paracrino del mismo sobre la población microglial. 
 
 
 
Figura 35. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la microglía en el modelo crónico 
de MPTP, con y sin inmunosupresión en secciones coronales alejadas del implante a nivel del 
estriado. A y B. Cuantificación estereológica de la densidad de las células microgliales no activas (A), y 
activas (B) a nivel del estriado en secciones alejadas del implante carotídeo (± 360 μm en el eje 
anteroposterior respecto al corte de estriado con mayor cantidad de tejido implantado) de animales 
trasplantados tratados sólo con MPTP, y los sometidos a inmunosupresión y MPTP (INM-MPTP) durante  
5 meses. Entre paréntesis el número de animales. n.s. =  no significativo; Test t-Student. 
 
 
Tras el claro efecto paracrino del CC observado a nivel de estriado, se cuantificó 
estereológicamente la densidad de las células microgliales no activas y activas a nivel 
de la SNpc en la zona lateral al MT. Los datos obtenidos no muestran ninguna 
diferencia en la densidad microglial entre el hemisferio trasplantado y el contralateral en 
la SNpc de los animales trasplantados estudiados (Figura 36Ay B). Estos resultados 
señalan que el proceso de activación microglial tiene lugar sólo en la zona de difusión 
de los factores alrededor del implante de CC probablemente debido a un efecto 
paracrino del mismo. 
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Figura 36. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la microglía a nivel de la SNpc en 
el modelo crónico de MPTP, con y sin inmunosupresión en la SNpc. A y B. Cuantificación 
estereológica de la densidad de células microgliales no activas (A) y activas (B) en la SNpc de los 
animales trasplantados tratados con MPTP, y aquellos sometidos a inmunosupresión y MPTP  (INM-
MPTP) durante 5 meses. Entre paréntesis el número de animales. n.s. =  no significativo; Test t-Student. 
 
4.3. Efecto del trasplante de CC sobre la oligodendroglía 
 
Debido a que han sido descritas evidencias de oligrodendrogliosis en ratones y primates 
sometidos a tratamientos agudos de parkinsonismo con la neurotoxina MPTP (Annese y 
col., 2013), se procedió a estudiar la acción del trasplante de CC sobre este tipo glial. 
Para ello se cuantificaron estereológicamente la densidad de oligodendrocitos (nº 
células/mm
3
) en cortes coronales de estriado teñidos inmunohistoquímicamente para 
MBP, en los animales trasplantados (n=5 para cada grupo MPTP e INM-MPTP). Este 
análisis estereológico estriatal se realizó del mismo modo que en el estudio microglial 
(veáse apartado 4.2 de Resultados). 
Como podemos observar en la Figura 37E, los datos resultantes muestran una clara y 
significativa diferencia en la densidad de oligodendrocitos entre el hemisferio 
trasplantado y el contralateral tanto en los animales tratados sólo con MPTP (25363,75 
± 3231,22 oligodendrocitos/mm
3
 en el hemisferio trasplantado y 6707,61 ± 2007,61 en 
el contralateral), como en los animales tratados con inmunosupresión y MPTP 
(25795,84 ± 2288,26 oligodendrocitos /mm
3
 en el hemisferio trasplantado y 5165,14 ± 
1049,08 en el contralateral). Estas diferencias también pueden apreciarse 
cualitativamente (Figura 37B). Los resultados muestran un halo de oligodendrocitos 
circundante al trasplante, no encontrándose presentes en el hemisferio control. Esto 
indica que el implante de tejido carotídeo ejerce un efecto de reclutamiento sobre la 
oligodendroglía, la cual puede que migre hacia la región del trasplante desde la zona 
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subventricular (SVZ) donde se observa una mayor densidad de oligodendrocitos 
respecto a otras regiones aledañas al trasplante (Figura 37A y B). 
  
 
 
Figura 37. Efecto de los trasplantes intraestriatales de CC sobre la oligodendroglía en el modelo 
crónico de MPTP, con y sin inmunosupresión. A Cortes coronales de estriado teñidos mediante 
inmunohistoquímica para TH de ratones xenotrasplantados con CC sometidos a tratamiento de 
inmunosupresión y MPTP durante 5 meses. B. Cortes coronales de estriado consecutivos al mostrado en 
A teñidos inmunohistoquímicamente para MBP. Se indica el hemisferio trasplantado (izquierda) y el 
control (derecha), y a mayor aumento el falso trasplante del hemisferio control. C y D. Microfotografías a 
mayor aumento de dos zonas correspondientes a la zona  subventricular (SVZ) y a la opuesta, ambas 
circundantes al trasplante estriatal señaladas en B. Se visualizan las morfologías e intensidades de tinción 
de los oligodendrocitos de las localizaciones descritas. E. Cuantificación estereológica de la densidad de 
la oligodendroglía (Nº OLs/mm3) en la zona circundante al trasplante intraestriatal de CC en los animales 
tratados con MPTP, y los sometidos a inmunosupresión y MPTP durante 5 meses. Entre paréntesis el 
número de animales. ***p<0,001; Test t-Student. 
 
 
Con objeto de confirmar el efecto observado en la inmunohistoquímica para MBP, 
realizamos una segunda tinción con otro anticuerpo, CNPasa, también marcador de 
oligodendrocitos. Se realizó inmunofluorescencia CNPasa en secciones coronales de 
estriado de los mismos animales trasplantados (n=5) correspondientes a la zona 
trasplantada, y se analizaron cualitativamente mediante microscopía confocal. Como 
resultado se obtuvo el mismo marcaje fluorescente, respecto al observado con la 
inmunohistoquímica  MBP, y comparando las distintas tinciones (TH, MBP y CNPasa) 
de la zona trasplantada, se puede apreciar cómo el marcaje de oligodendrocitos se 
92 
 
encuentra presente en la zona de difusión de los factores alrededor del implante (Figura 
38). 
 
 
Figura 38. Efecto del xenotrasplante intraestriatal de CC sobre la oligodendroglía en el modelo 
crónico de MPTP tratado con inmunosupresión. A-C. Microfotografías de cortes coronales de estriado 
de animales xenotrasplantados con CC y tratados con inmunosupresión y MPTP durante 5 meses, 
teñidos inmunohistoquímicamente para TH (A), MBP (B), e inmunofluorescencia CNPasa (C). Se 
muestran a mayor aumento células TH+ (A) y la morfología de un oligodendrocito (B) presentes en el 
implante carotídeo. En C se indica el marcaje fluorescente de CNPasa en verde, y a la derecha se muestra 
a mayor aumento el trasplante de CC con tinción DAPI de los núcleos celulares (azul).  
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DISCUSIÓN 
El objetivo general de esta tesis doctoral, tal y como se ha comentado con anterioridad, 
se engloba dentro del principal tema de interés del grupo de investigación, como es la 
acción neurotrófica ejercida por los trasplantes intraestriatales de CC en modelos 
experimentales de parkinsonismo, así como su potencialidad terapéutica. Experimentos 
recientes del grupo muestran que la expresión del factor neurotrófico GDNF por el 
trasplante intraestriatal de CC se ve afectado por la edad del tejido implantado, lo cual 
limita la eficacia antiparkinsoniana de los trasplantes de CC procedentes de donantes 
viejos (véase figura 9 en introducción). Estos resultados aportan una explicación a la 
relación observada entre la eficacia terapéutica y la edad de los pacientes 
parkinsonianos autotrasplantados (Arjona y col., 2003). Por tanto, se necesitaba 
establecer un protocolo de inmunosupresión que permitiera el estudio experimental de 
las acciones ejercidas por xenotrasplantes de células de cuerpo carotídeo de rata en el 
modelo crónico, bien establecido en el grupo, de parkinsonismo murino. Además, estos 
estudios harían posible los xenotrasplantes de tejido humano en el modelo de ratón, 
como paso previo ineludible a cualquier planteamiento de nuevo ensayo clínico donde 
probar alotrasplantes de CC humano procedentes de donantes jóvenes en pacientes 
parkinsonianos poco afectados. 
 
1. Inmunosupresión en el SNC 
El SNC ha sido considerado un órgano “inmunoprivilegiado” durante décadas debido 
principalmente al aislamiento producido por la BHE. Clásicamente se ha subestimado el 
papel del rechazo inmunológico en varios ensayos clínicos en los que se ha analizado el 
efecto terapéutico de distintos alotrasplantes intracerebrales tanto en EP como en otras 
enfermedades neurodegenerativas a pesar de la amplia literatura que ha mostrado 
activación del sistema inmune tras la realización de xenotrasplantes cerebrales en 
roedores, monos y pacientes (Deacon y col., 1997; Barker y col., 2000; Freed y col., 
2001; Larsson y col., 2001; Ciccheti y col., 2003; Olanow y col., 2003; Krystkowiak y 
col., 2007; Freeman y col., 2011; Badin y col., 2016). En el caso concreto de los 
trasplantes intraestriatales de células mesencefálicas fetales en pacientes 
parkinsonianos, en la mayoría de ensayos clínicos abiertos se administró tratamiento 
inmunosupresor durante al menos un año, mostrándose en estos estudios un importante 
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beneficio clínico, (Lindvall y col., 1990; Widner y col., 1992; Kefalopoulou y col., 
2014). Sin embargo, en los dos ensayos clínicos a doble ciego, donde no se encontró 
eficacia terapéutica, no se administró inmunosupresión (Freed y col., 2001) o el 
tratamiento inmunosupresor se retiró a los 6 meses del trasplante (Olanow y col., 2003). 
En este último caso, se observa además una clara coincidencia temporal entre la 
reducción de los efectos beneficiosos inducidos por el implante cerebral y el cese de la 
administración de tratamiento inmunosupresor, sugiriendo un importante papel del 
rechazo inmunológico en la disminución de los efectos beneficiosos del implante a 
largo plazo. Los datos obtenidos en nuestro modelo experimental también muestran un 
importante rechazo inmunológico de los xenotrasplantes de CC en ausencia de 
inmunosupresión (véase en resultados figuras 16 y 21). En el caso de los xenoimplantes 
de CC cabe destacar el hecho de que son implantes sólidos, que muestran mayor 
rechazo inmunológico que las suspensiones celulares debido tanto: a la generación de 
vasos sanguíneos por el tejido implantado, con la característica alta expresión de 
proteínas antigénicas del estroma vascular del donante, como a un mayor tiempo de 
restauración de la BHE (ver Freeman y Brundin., 2006; y Freeman y col., 2011). Por 
tanto, aunque las características del SNC puedan propiciar una respuesta inmune 
atenuada ante trasplantes intracerebrales, los datos obtenidos en nuestro modelo 
experimental de xenotrasplantes, así como los resultados de otros autores en modelos de 
xeno- y alotrasplantes aconsejan el uso de tratamiento inmunosupresor en los injertos no 
autólogos (Freeman y col., 2011; Tamburrino y col., 2015; Badin y col., 2016). 
Como se ha expuesto anteriormente, en los últimos años se ha alcanzado un cierto 
consenso en la necesidad de aplicar tratamiento inmunosupresor en xeno y 
alotrasplantes en el SNC. No obstante, un aspecto importante a tener en cuenta es el tipo 
de tratamiento inmunosupresor a administrar con el objeto de producir una suficiente 
protección ante el rechazo del implante cerebral, reduciendo en la medida de lo posible 
los efectos deletéreos de dicho tratamiento. El procedimiento experimental 
inmunosupresor más extendido en la literatura para trasplantes intracerebrales no 
autólogos consiste en la administración de CsA en dosis diarias de 20-30 mg/kg 
(Freeman y col., 1988; Brundin y col., 1988; Finsen y col., 1988; Pazkaban y col., 1994; 
Isacson y col., 1995; Honey y col., 1999; Emborg y col., 2008; Yuen y col., 2011; 
Hovakimyan y col., 2012, Tamburrino y col. 2015). No obstante, la inmunoterapia 
basada en estas dosis de CsA puede causar importantes efectos secundarios, tal y como 
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se ha observado en humanos y animales de experimentación. Entres estos efectos 
destacan la nefrotoxicidad, alteraciones musculares y la afectación del SNC pudiendo 
dar lugar a temblores y parestesias (Colombo y col., 2011). También se han utilizado 
terapias inmunosupresoras que combinan CsA y el glucocorticoide Pred, (Pedersen y 
col., 1995 y 1997; Larsson y col., 2001; Wennberg y col., 2001), lo que permite reducir 
la dosis y los efectos deletéreos de la CsA. Este corticoesteroide mejora la supervivencia 
e integridad de los xenotrasplantes debido a que reduce la producción de citoquinas 
inflamatorias (Kunicka y col., 1993; Duan y col., 1996).  Sin embargo, el uso 
prolongado de Pred también produce efectos adversos, tales como pérdida de peso con 
disminución del tejido muscular y alteraciones cutáneas.  
Los efectos secundarios producidos por las distintas pautas inmunosupresoras descritas 
en la literatura tienen como consecuencia que sea muy dificultoso el mantenimiento, 
dentro de unos parámetros aceptables de bienestar animal, de animales de 
experimentación inmunosuprimidos durante periodos prolongados de tiempo. En la 
mayoría de los trabajos publicados el tratamiento inmunosupresor se mantuvo tan sólo 
entre 1-6 semanas tras el xenotrasplante cerebral, sin que se haya analizado 
experimentalmente los efectos a largo plazo que el tratamiento inmunosupresor pudiera 
tener tanto en la propia degeneración dopaminérgica nigroestriatal como en los posibles 
efectos beneficiosos del implante. Por todo ello, un objetivo primordial de esta tesis 
doctoral fue establecer una pauta inmunosupresora que permitiera estudiar los efectos 
que pudiera tener la inmunosupresión a largo plazo (3-5 meses) tanto en la degeneración 
nigroestriatal inducida por MPTP, como en el efecto neuroprotector que el trasplante de 
CC ejerce en dicha vía. Con este fin se ensayaron 3 protocolos inmunosupresores 
diferenciándose en la frecuencia de administración de CsA y Pred (15 mg/kg y 20 
mg/kg respectivamente), y se analizó el grado de bienestar animal, los efectos sobre el 
sistema inmune y la supervivencia del xenotrasplante de CC (veáse en resultados 
figuras 17-21). En base a los datos obtenidos, se optó por utilizar el tratamiento 
inmunosupresor que emplea la menor frecuencia de administración de ambos fármacos 
(3 veces por semana), ya que produjo la misma supervivencia del xenotrasplante 
carotídeo que las pautas de inmunosupresión más severas, pero con un menor grado de 
efectos secundarios. Se comprobó que los animales sometidos al tratamiento 
inmunosupresor leve a largo plazo tenía una incidencia casi despreciable en el bienestar 
general del animal (91% de supervivencia y un descenso de sólo 5% en el peso), y 
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permitía una completa supervivencia del xenotrasplante de CC de rata, con numerosos 
glomérulos de células glómicas dopaminérgicas. Además con este protocolo, aunque se 
consigue una disminución significativa del porcentaje de linfocitos T colaboradores 
respecto a los animales controles tratados con vehículo, dicha disminución es menos 
acusada que en los otros dos protocolos de inmunosupresión analizados. Estos datos 
indican que con el protocolo de inmunosupresión “leve” se obtiene el mismo grado de 
protección frente al rechazo del xenoimplante cerebral, pero con una reducción del 
riesgo de infecciones durante el largo periodo experimental, con el agravante del alto 
grado de manipulación intervencionista inherente al tratamiento s.c. crónico de estos 
ratones. 
2. Efecto del tratamiento inmunosupresor en modelos 
experimentales de parkinsonismo 
 
2.1. Efectos del tratamiento inmunosupresor sobre la degeneración de 
la vía nigroestriatal dopaminérgica 
Durante las ultimas décadas se ha asociado fuertemente la progresión de la enfermedad 
de Parkinson con posibles alteraciones en la respuesta inmune en general y del proceso 
neuroinflamatorio en particular, en base a datos epidemiológicos, neurogenéticos, así 
como estudios experimentales y postmorten (Appel, 2009; Hirsch y Hunot, 2009; 
Fakhoury, 2016). Esto ha propiciado que se especule con la posibilidad de que distintos 
tratamientos farmacológicos que modulen la respuesta inmune o neuroinflamatoria 
puedan enlentecer la progresión de la enfermedad y por lo tanto, afectar al modelo 
animal de PD. En este sentido, se ha mostrado que el tratamiento inmunosupresor con 
CsA tiene un efecto protector en modelos de parkinsonismo basados en la inyección de 
6-OHDA o administración aguda de MPTP (Matsuura y col., 1996; Borlongan y col., 
1996a,b). Además, tanto la manipulación genética como farmacológica de la 
calcineurina, que es la diana molecular de la CsA, induce la protección de neuronas 
dopaminérgicas en modelos basados en la agregación de -synucleina (Gerard y col., 
2010; Caraveo y col., 2014; Luo y col., 2014; Van der Perren y col., 2015). Aunque 
estos datos sugieren un efecto beneficioso del tratamiento inmunosupresor en modelos 
experimentales de parkinsonismo, en estos trabajos el periodo de administración de las 
drogas inmunosupresoras ha sido relativamente corto (entre 1-4 semanas), en relación al 
curso temporal de nuestros experimentos. En esta tesis doctoral se han analizado los 
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efectos que tiene un tratamiento inmunosupresor continuado en el modelo murino 
crónico de EP utilizado, generado por la administración crónica de bajas dosis de la 
toxina dopaminérgica MPTP (20 mg/kg; 3 veces por semana) durante 3 meses. En este 
sentido, se ha comprobado que una inmunosupresión leve no ejerce ningún efecto 
protector sobre la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en el ratón 
parkinsoniano. Sin embargo, sí produce un aumento significativo en el grado de 
inervación dopaminérgica estriatal. Estos resultados son similares a los publicados 
recientemente en un modelo “subcrónico” de parkinsonismo inducido por MPTP 
(Tamburrino y col., 2015). En dicho modelo se indujo la degeneración dopaminérgica 
mediante la administración durante 4 semanas de dosis crecientes de MPTP (8, 10, 24 y 
32 mg/kg cada semana; 5 veces por semana), y se comprobó el efecto de la 
administración de CsA (20 mg/Kg; 5 veces por semana) durante todo el periodo 
experimental. Al igual que en nuestro modelo, se observa que el tratamiento 
inmunosupresor produce un aumento del grado de inervación estriatal, sin que se 
produzca una menor degeneración de neuronas dopaminérgicas en la SNpc. De esta 
forma, tanto nuestros datos como los publicados en este artículo muestran que aunque la 
inmunosupresión continuada no mejore la supervivencia de las neuronas 
dopaminérgicas de la SNpc, si aumenta el grado de inervación dopaminérgica estriatal 
producido por las neuronas que aún permanecen vivas. En este sentido, datos recientes 
obtenidos en el grupo de investigación muestran que el tratamiento inmunosupresor 
continuado induce un aumento significativo en los niveles de dopamina estriatales en 
animales parkinsonianos. 
 
2.2. Efectos del tratamiento inmunosupresor sobre los parámetros 
neuroinflamatorios asociados al parkinsonismo 
La presencia de astroglía y microglía reactiva es una característica neuropatológica de la 
EP (Damier y col., 1993; McGeer y col., 1998; Hirsch y Hunot, 2009). Distintos 
trabajos han mostrado reactividad en ambas poblaciones gliales en modelos agudos de 
EP. No obstante, aunque dicha reactividad astroglial está bien documentada en la 
literatura (Alvarez-Fisher y col., 2008; Schintu y col., 2009; Hidalgo-Figueroa y col., 
2012), y se observa claramente en nuestro modelo crónico, son varios los autores que no 
han encontrado una activación microglial persistente en modelos experimentales 
subcrónicos de parkinsonismo (Hurley y col., 2003; Furuya y col., 2004; Alvarez-Fisher 
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y col., 2008). La diversidad de resultados obtenidos en relación a la presencia o 
ausencia de activación microglial se puede atribuir al uso de distintos marcadores 
específicos de activación microglial (CD11b, HLA-Dr, iNOs, F4/80…). Debido a la 
mencionada disparidad de resultados respecto a la reactividad microglial encontrada en 
la literatura, en esta tesis doctoral se ha desarrollado un sistema estereológico que 
permite cuantificar la activación microglial. Para ello se marca la microglía con el 
marcador general IBA-1 y se cuantifica mediante herramientas estereológicas el número 
de células microgliales en reposo y activas, en base al volumen del soma celular. 
Mediante está metodología se pudo comprobar que nuestro modelo crónico de 
parkinsonismo inducido por MPTP produce una significativa activación microglial que 
además es permanente durante todo el tratamiento neurotóxico.  
Además de comprobar la presencia de reactividad astroglial y microglial en nuestro 
modelo de parkinsonismo crónico, se analizó el efecto que produce el tratamiento 
inmunosupresor sobre dichos parámetros neuroinflamatorios. Aunque el tratamiento 
inmunosupresor no modifica la reacción astroglial, sí produce un descenso significativo 
en la densidad de células microgliales activas en la vía nigroestriatal tras el tercer mes 
de tratamiento de MPTP. Curiosamente este descenso en la densidad de células 
microgliales activas en la vía nigroestriatal coincide temporalmente con el mayor grado 
de inervación estriatal observado en los animales parkinsonianos tratados con CsA. 
Estos datos sugieren que el uso de tratamientos inmunosupresores leves podría ser 
recomendado no sólo en pacientes parkinsonianos sometidos a trasplantes neurales, sino 
también como una estrategia terapéutica para reducir el proceso neuroinflamatorio 
propio de la enfermedad.  
 
3. Efecto neuroprotector de los xenotransplantes de CC 
sobre la vía nigroestriatal en animales parkinsonianos 
Trabajos previos del grupo de investigación han mostrado que los efectos beneficiosos 
que ejercen los trasplantes intraestriatales de CC en animales parkinsonianos se deben 
fundamentalmente a una acción trófica del transplante sobre la vía dopaminérgica 
nigroestriatal (Toledo-Aral y col., 2003; Muñoz-Manchado y col., 2013). En esta tesis 
se estudió si tenían eficacia terapéutica los xenotrasplantes intraestriatales de CC de rata 
en nuestro modelo en ratón de parkinsonismo crónico inducido por MPTP y con 
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inmunosupresión leve. Los dos problemas generales teóricos que podrían presentarse 
serían que la inmunosupresión afectara de alguna manera al efecto trófico y/o que el/los 
factores tróficos responsables no tuvieran la homología suficiente para generar una 
acción funcional. Tras el estudio, estas dos posibles limitaciones fueron descartadas, ya 
que el análisis de la vía nigroestriatal de los animales reveló que el xenotrasplante de 
CC de rata en ratón parkinsoniano inmunodeprimido ejercía una clara acción 
neuroprotectora sobre las neuronas TH
+
 de la SNpc y la inervación dopaminérgica 
estriatal (145% y 150% respectivamente, en comparación con el lado contralateral 
con falso trasplante), que era de similar magnitud a la neuroprotección ejercida por los 
trasplantes de CC procedentes de ratones isogénicos (Muñoz-Manchado y col., 2013). 
Además, en relación a la posible falta de homología entre los factores tróficos 
producidos por el xenotrasplante y los propios del tejido receptor, un análisis “in silico” 
entre el GDNF de rata y ratón muestra que ambos factores presenta un 99,1% de 
homología (www.uniprot.org), sugiriendo una similar actividad neurotrófica en ambos 
casos. Estos resultados indican claramente que el tratamiento inmunosupresor a largo 
plazo no altera las propiedades neuroprotectoras que ejerce el trasplante de CC sobre la 
vía nigroestriatal, sugiriendo que los alotrasplantes de CC en pacientes parkinsonianos, 
en combinación con un tratamiento inmunosupresor leve, puede ser una opción 
terapéutica factible.  
 
4. Efectos de los transplantes intraestriatales de CC 
sobre las poblaciones gliales 
En trabajos anteriores del grupo se ha mostrado la acción de los trasplantes 
intraestriatales de CC sobre las neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal 
(Toledo-Aral y col., 2003; Muñoz-Manchado y col., 2013). Sin embargo, no habían sido 
estudiados hasta el momento los posibles efectos que el trasplante estriatal de CC 
pudiera tener sobre las distintas poblaciones gliales tanto de estriado como de SNpc. En 
esta tesis, y debido a la creciente relevancia que está tomando el papel de la 
neuroinflamación en la fisiopatología de la EP, se ha analizado el efecto que los 
trasplantes de CC, tanto procedentes de ratones isogénicos como xenotrasplantes de CC 
de rata en ratones sometidos a inmunosupresión, tienen sobre las distintas poblaciones 
gliales.  
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4.1. Efectos sobre la astroglía 
Los astrocitos son las células gliales más abundantes del SNC y desempeñan un papel 
fundamental en la homeostasis del tejido cerebral, regulando la neurotransmisión, el 
equilibrio iónico y de fluidos así como proporcionando factores tróficos y metabolitos 
para el soporte de la función neuronal. Además, en los últimos años se ha mostrado que 
los astrocitos también participan en la respuesta neuroinflamatoria. En este sentido, esta 
bien establecido que ante distintas lesiones del SNC se produce una importante reacción 
astrocitaria (Sofroniew, 2009 y 2010). No obstante, recientemente se han obtenido 
diversas evidencias de que los astrocitos participan en la determinación del tipo de 
respuesta neuroinflamatoria que se produce en el tejido cerebral, ya sea una respuesta 
anti-inflamatoria, y por tanto protectora, o pro-inflamatoria y por tanto deletérea 
(Colombo y Farina, 2016).  
En esta tesis se ha analizado el efecto que tiene el trasplante estriatal de CC sobre los 
astrocitos de la vía nigroestriatal. Esto se ha realizado tanto en ratones sometidos a 
trasplantes de CC procedentes de ratones isogénicos, como en ratones sometidos a 
xenotrasplantes de CC de rata y tratados con inmunosupresión leve. En ambos casos a 
los ratones se les indujo parkinsonismo mediante el protocolo crónico de parkinson 
experimental desarrollado en nuestro grupo de investigación (Muñoz-Manchado y col., 
2013, 2016). En ambas condiciones experimentales se comprobó que el implante de CC 
no modificaba las reacción astroglial de los ratones trasplantados y sometidos a 
parkinsonismo ni en el estriado ni en la SNpc, mostrándose que dicho implante no 
produce ningún efecto sobre los astrocitos de la vía nigroestriatal. 
 
4.2. Efectos sobre la microglía 
Las células microgliales son las principales células residentes del sistema inmune en el 
SNC, desempeñando un papel fundamental en la respuesta neuroinflamatoria asociada a 
la neurodegeneración (Wong y col., 2013). En esta tesis doctoral se ha mostrado que en 
nuestro modelo crónico de parkinsonismo inducido por MPTP se produce una 
importante activación microglial, así como que la administración crónica del 
tratamiento inmunosupresor leve reduce esta activación en el estriado de los ratones 
parkinsonianos. Por tanto, se consideró que un aspecto importante a estudiar sería el 
efecto que pudiera ejercer el implante de CC sobre la población microglial de la vía 
nigroestriatal. Esto se hizo, al igual que para el análisis de la activación astroglial, tanto 
102 
 
en ratones sometidos a trasplantes de CC isogénicos, como en aquellos con 
xenotrasplantes de CC de rata y con inmunosupresión leve, que posteriormente fueron 
tratados crónicamente con la neurotoxina MPTP. El análisis de estos animales reveló 
que el trasplante de CC no producía ninguna modificación en la densidad de células 
microgliales no activas, ni en el parénquima circundante al implante, ni en la SNpc. Sin 
embargo, se observó un claro aumento de la densidad de células microgliales activas en 
las zonas aledañas al trasplante de CC, mientras que no había tampoco modificación en 
la densidad de células microgliales activas a nivel de la SNpc. Si dicha activación 
microglial se debe a un factor soluble liberado por el trasplante de CC, esta activación 
se debe reducir en regiones estriatales que estén alejadas del implante. Esta hipótesis se 
comprobó en rodajas estriatales que estaban alejadas del trasplante de CC más de 360 
µm (en base a la distancia de difusión del GDNF, Piltonen y col., 2009) en el eje 
anteroposterior, observándose que en dichas rodajas no se producía un aumento 
significativo de la densidad de microglía activa en comparación con el estriado 
contrateral. Por tanto, estos experimentos sugieren que el trasplante estriatal de CC 
produce una activación paracrina de las células microgliales en las regiones estriatales 
aledañas.  
La activación microglial, de forma similar a la que ocurre con los macrófagos 
periféricos, se ha descrito que puede comprender, al menos, dos estados funcionales 
diferenciados. El primero es el conocido como “activación clásica” o “M1”, la cual se 
caracteriza por la producción citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-6). 
Este estado se relaciona con la respuesta inicial al daño, y una cronificación del mismo 
se relaciona con un incremento del proceso neurodegenerativo. El segundo estado de 
activación es el que se conoce como “activación alternativa” o “M2”, y se relaciona con 
una acción anti-inflamatoria mediada por la secreción de citoquinas IL-10 e IL-4, que 
produciría una acción protectora en el tejido dañado (Schober y col., 2004; McGeer y 
McGeer, 2008; Herrera y col., 2015). En esta tesis no se ha analizado si el aumento en 
el numero de microglía activa que induce el trasplante intraestriatal corresponde 
preferentemente a células microgliales con fenotipo “M1”, pro-inflamatorio, o “M2”, 
anti-inflamatorio, siendo un tema en el cual el laboratorio está iniciando experimentos 
para determinar el “perfil inflamatorio” de la microglia estriatal activada por los 
trasplantes de CC, así como el posible factor soluble liberado por el CC que produzca 
dicha acción. En este sentido, existen controversias en la literatura sobre el papel que 
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desarrolla el GDNF, que en nuestro caso es liberado activamente por el trasplante de 
CC, en relación a la activación microglial. Unos autores proponen al GDNF como un 
inhibidor de la activación microglial (Rocha y col., 2012), y otros muestran que el 
GDNF no bloquea dicha activación de la microglía (Zlotnick y Spittau, 2014). Por otro 
lado, el BDNF, otro factor neurotrófico que también es expresado en el CC, se ha 
sugerido como un modulador de la respuesta inflamatoria mediada por la microglía 
(Mizoguchi y col., 2009). Por tanto, un aspecto que habrá que aclarar 
experimentalmente en el fututo es el efecto que tiene el trasplante de CC sobre la 
microglía estriatal, y las posibles limitaciones o beneficios que este efecto pueda tener 
en el uso terapéutico de dichos trasplantes.  
 
4.3. Efectos sobre la oligodendroglía 
Un aspecto de los trasplantes estriatales de CC que era desconocido y que resulta 
especialmente llamativo, es su gran poder de reclutamiento de oligodendrocitos. En esta 
tesis se ha mostrado que los trasplantes carotídeos inducen un claro aumento en el 
número de oligodendrocitos en las zonas proximales al implante, en comparación con 
las mismas zonas del hemisferio contralateral con falso trasplante. Aunque en esta tesis 
no se ha podido determinar con exactitud la procedencia de dichas células gliales, el 
análisis cualitativo de las imágenes sugiere que los oligodendrocitos reclutados por el 
implante pudieran proceder de precursores del nicho neurogénico del área 
subventricular (Buffo y col., 2005; Menn y col., 2006; Jablonska y col., 2010), o de 
precursores oligodendrogliales, NG2
+
, presentes en el cuerpo calloso (Trotter y col., 
2010). En este sentido, resulta interesante que el EGF (del inglés ``Epidermal Growth 
factor´´) que se expresa en el CC (Porzionato y col., 2008), se haya descrito como un 
potente activador de la oligodendrogénesis procedente de la zona subventricular 
(Aguirre y col., 2010;  Gonzalez-Perez y Álvarez-Buylla, 2011). Este efecto de 
reclutamiento de oligodendrocitos inducido por el trasplante de CC, así como el posible 
efecto activador sobre la zona subventricular, es un tema que el laboratorio está 
estudiando actualmente. 
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5. Perspectivas futuras 
Esta tesis doctoral ha mostrado la necesidad de aplicar tratamiento inmunosupresor para 
obtener una supervivencia aceptable cuando se realizan trasplantes neurales que no sean 
isogénicos. Estos resultados están en plena concordancia con distintos trabajos 
publicados recientemente (Badin y col., 2016; Tamburrino y col., 2015; Mathieux y 
col., 2014) y que han servido, para aclarar la polémica surgida sobre el uso de 
inmunosupresión en el campo de la terapia celular antiparkinsoniana a raíz de los 
ensayos clínicos con células mesensefálicas fetales (Freed y col., 2001; Olanow y col., 
2003; Krystkowiak y col., 2007; Freeman y col., 2011). Otro aspecto de la tesis doctoral 
que consideramos de especial relevancia es el haber establecido un protocolo de 
inmunosupresión que permite mantener los ratones immunosuprimidos por un periodo 
prolongado de tiempo en buenas condiciones de bienestar animal, y por lo tanto es 
compatible con nuestro modelo crónico de parkinsonismo. Además, se ha mostrado que 
el tratamiento inmunosupresor prolongado, además de reducir la neuroinflamación en la 
vía nigroestriatal y mejorar la inervación dopaminérgica, no altera la actividad 
neurotrófica de los xenotrasplantes de CC. Por lo tanto, este protocolo de 
inmunosupresión será fundamental para que el laboratorio pueda ensayar la actividad 
neuroprotectora de xenotrasplantes de CC humano, y estudiar el efecto de la edad en su 
efecto beneficioso antiparkinsoniano.  Asimismo, este modelo permitirá analizar las 
posibilidades terapéuticas del CC expandido “in vitro” mediante la realización de 
xenotrasplantes de neurosferas de CC procedentes de rata en ratones parkinsonianos. 
Por otro lado, los resultados obtenidos acerca del efecto del trasplante de CC en las 
poblaciones gliales del estriado han abierto nuevas líneas de investigación que el grupo 
está abordando en la actualidad. 
En definitiva, creemos que los resultados obtenidos en esta tesis, junto con los datos 
obtenidos en proyectos paralelos acerca de la regulación de GDNF y efectividad 
terapéutica del CC humano, van a permitir la realización de experimentos que supongan 
la base preclínica de un nuevo ensayo en humanos en el que se realicen alotrasplantes 
de CC de donantes jóvenes en pacientes parkinsonianos poco afectos. 
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CONCLUSIONES 
 
Las principales conclusiones de esta tesis doctoral son: 
 
1. Es necesario un tratamiento inmunosupresor continuado para garantizar la 
supervivencia de los xenotrasplantes de CC en el parénquima cerebral. 
 
2. Entre los distintos tratamientos inmunosupresores estudiados (severo, 
intermedio y leve) el tratamiento leve es el más adecuado para estudiar el efecto 
de xenotrasplantes de CC en modelos de parkinsonismo crónico, debido a que 
dicho tratamiento leve asegura la supervivencia del tejido implantado 
minimizando los efectos secundarios en el animal receptor. 
 
3. El tratamiento inmunosupresor prolongado protege la degeneración de 
terminales dopaminérgicos estriatales sin modificar la muerte de neuronas 
dopaminérgicas en la SNpc en un modelo de parkinsonismo crónico inducido 
por MPTP. 
 
4. El tratamiento inmunosupresor continuado reduce la activación microglial 
asociada al parkinsonismo crónico inducido por MPTP. No obstante, dicho 
tratamiento inmunosupresor no modifica la astrogliosis en este modelo 
experimental. 
 
5. Los xenotrasplantes de CC de rata ejercen un efecto trófico sobre la vía 
nigroestriatal similar al producido por trasplantes isogénicos. El tratamiento 
inmunosupresor crónico no modifica la acción neurotrófica ejercida por los 
trasplantes de CC sobre las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. 
 
6. Los trasplantes intraestriatales de CC no modifican la astrogliosis asociada al 
parkinsonismo experimental crónico inducido por MPTP. 
 
107 
 
7. El implante estriatal de CC produce activación de las células microgliales 
estriatales, posiblemente mediante un efecto paracrino. Dicha activación 
microglial no se ve modificada por el tratamiento inmunosupresor crónico. 
 
8. El trasplante estriatal de CC produce un importante efecto de células 
oligodendrogliales en la zona estriatal aledaña al implante. Este proceso de 
reclutamiento no se altera por el tratamiento inmunosupresor continuado. 
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ANEXO I: ABREVIATURAS 
 
6-OHDA........................................................................................ 116-hidroxidopamina 
ACE. ........................................................................................ Arteria Carótida Externa 
ACI ........................................................................................... Arteria Carótida Interna 
BrdU ................................................................................................ Bromodeoxiuridina  
BHE ....................................................................................... Barrera Hematoencefálica  
CaN ............................................................................................................ Calcineurina 
CC ...................................................................................................... Cuerpo Carotídeo 
CD3
+
 ...............................................................................................Linfocitos T Totales 
CD4
+
 ....................................................................... Linfocitos T Helper o cooperadores  
CD8
+
 ......................................................................................... Linfocitos T citotóxicos  
CNPasa .......................................................... 2´, 3´-nucleotido cíclico 3´fosfodiesterasa  
COMT. ................................................................................ Catecol-O-Metiltransferasa  
CsA ......................................................................................................... Ciclosporina A  
CyP ................................................................................................................Ciclofilina  
DA .................................................................................................................. Dopamina  
DAT ....................................................................................Transportador de Dopamina 
DOPA ...................................................................................... 3,4-dihidroxifenilalanina 
EP  ......................................................................................... Enfermedad de Parkinson 
GDNF .................................................................. Factor Neurotrófico Derivado de Glía  
GFAP ....................................................................................Proteína Gliofibrilar Ácida  
IBA-1. ...................................... Anticuerpo del calcio ionizado de unión a la molécula 1  
i.m. ............................................................................................................Intramuscular 
i.p. ........................................................................................................... Intraperitoneal  
i.v. ................................................................................................................ Intravenosa  
MAO-B ...................................................................................... Monoamino Oxidasa B 
MBP ............................................................................................. Proteína de la Mielina  
MHC ............................................................... Complejo Mayor de Histocompatibilidad  
MPTP ............................................................. 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  
MT ........................................................................................... Núcleo Terminal Medial 
NFATc ........................................................... Factor nuclear de las Células T Activadas  
OLs ..................................................................................................... Oligodendrocitos 
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Pred ........................................................................................................... Prednisolona  
ROS ............................................................................... Especies Reactivas de Oxígeno  
SAL ...................................................................................................................... Salino 
s.c. ................................................................................................................ Subcutánea 
SNC ........................................................................................ Sistema Nervioso Central 
SNpc  ............................................................................. Sustancia Negra pars compacta  
SVZ ................................................................................................ Zona Subventricular 
TH  ................................................................................................. Tirosina Hidroxilasa  
Tto............................................................................................................... Tratamiento 
VEH ................................................................................................................. Vehículo  
VMAT............................................................. Transportador Vesicular de Monoaminas  
VTA  ......................................................................................... Área Tegmental Ventral  
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